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Znaĉajan dio prehrambene industrije, kako u svijetu tako i kod nas, ĉini proizvodnja 
jakih alkoholnih pića. U primarnoj proizvodnji, jaka alkoholna pića dobivaju se iz alkoholnih 
destilata. Upravo zbog toga njihova proizvodnja zapoĉela je tek u 11. stoljeću  kada je 
pronaĊena mogućnost kondenzacije lakše hlapljivih supstanci hlaĊenjem (Grba, 2010). 
 S obzirom na razliĉite nacionalne i meĊunarodne zakonske odredbe, specifikacije, 
pravila za definiranje i opis te predstavljanje takvih pića, na trţištu se ona svrstavaju u 
razliĉite kategorije. Prema pravilniku o jakim alkoholnim pićima (NN 61/09), rakija loza ulazi 
u kategoriju voćnih rakija koje se dijele ovisno o voću iz kojeg se proizvode. Rakija loza je 
tradicionalno bezbojno alkoholno piće proizvedeno iskljuĉivo destilacijom prefermentirane 
komine groţĊa. Destilira se zajedno tekući i kruti sadrţaj komine na ureĊajima za destilaciju 
ili koloni za destilaciju na kojima je moguća destilacija krutog i tekućeg dijela komine 
(Pravilnik, 2009). Loza posjeduje osebujne senzorske karakteristike koje ju razlikuju od 
drugih rakija od groţĊa (komovica, vinjak). Izravan utjecaj na njezine senzorske 
karakteristike ima tijek voĊenja tehnološkog procesa proizvodnje. Sama sirovina, groţĊe, 
sadrţi veliki broj razliĉitih spojeva arome koje rakiji daju sortna obiljeţja (Mujić, 2010). 
Znaĉajnu ulogu u formiranju spojeva arome tijekom fermentacije imaju kvasci ĉija aktivnost 
ovisi o nizu parametara. Neki od parametara koji utjeĉu na rast i aktivnost kvasca su 
temperatura voĊenja alkoholne fermentacije, kemijski sastav sirovine kao izvora nutrijenata te 
njihova poĉetna koncentracija. Ukoliko se radi o kontroliranoj odnosno dirigiranoj 
fermentaciji, formiranje spojeva arome tijekom fermentacije ovisit će i o kvaliteti i osobinama 
odabrane starter kulture (Fleet, 2003). Tijekom procesa destilacije formira se još nekoliko 
stotina novih spojeva arome koji se izravno odraţavaju na kvalitetu rakije. Destilacija u 
tradicionalnim bakrenim kotlovima podrazumijeva jednostavno odvajanje tri glavna toka pri 
ĉemu srednji tok sadrţi najveću koliĉinu hlapivih spojeva koji doprinose organoleptiĉkim 
svojstvima destilata. Brzina i pravilno prekidanje tokova destilacije utjeĉe na koliĉinu tih 
primjesa u rakiji (Silva i sur., 1999). Za odreĊivanje kvalitete jakih alkoholnih pića ĉesto 
primjenjivana metoda je metoda plinske kromatografije (GC) s plamenoionizacijskim 
detektorom (FID) (Luis i sur., 2011). Ta metoda omogućuje odreĊivanje širokog raspona 
spojeva odgovornih za organoleptiĉka i senzorska svojstva proizvoda. 
Cilj ovog rada će biti odreĊivanje kvalitete rakije loze dobivene destilacijom iz 
prefermentirane komine groţĊa sorte Izabela ĉija je kvaliteta uvjetovana razliĉitim 
parametrima fermentacije i primijenjene tehnike razdvajanja destilata. 
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2.1. JAKA ALKOHOLNA PIĆA 
 
Jaka alkoholna pića prema Pravilniku o jakim alkoholnim pićima (NN 61/09) su 
alkoholna pića namijenjena za ljudsku potrošnju koja imaju posebna senzorska svojstva i koja 
sadrţe minimalno 15% vol. alkohola. Dobivena su izravno destilacijom prirodno 
prefermentiranih sirovina poljoprivrednog podrijetla ili maceracijom odnosno sliĉnom 
preradom bilja u etilnom alkoholu poljoprivrednog podrijetla. 
Proizvodnja jakih alkoholnih pića temelji se na alkoholnoj fermentaciji šećera iz voća 
odnosno svih biljnih sirovina koje sadrţe visok udjel šećera i škroba. Fermentaciji i 
odreĊenim kemijskim promjenama osim šećera podlijeţu i drugi sastojci biljnih sirovina. 
Neki od tih sastojaka su pektin i aminokiseline koje se takoĊer nalaze u destilatu (Mujić, 
2010). 
Etilni alkohol koji se koristi u proizvodnji jakih alkoholnih pića i svih njihovih 
sastojaka mora biti poljoprivrednog podrijetla. Takvom alkoholu se ne smije osjetiti miris i 
okus drugaĉiji od onoga koji potjeĉe od upotrijebljenih sirovina, a minimalna alkoholna jakost 
je 96,0% vol. (Pravilnik, 2009). Dobiven je destilacijom i rektifikacijom prevrelih hranjivih 
šećernih podloga te od prevrelih komina škrobnih sirovina, u kojima je škrob hidroliziran do 
fermentabilnih šećera koje kvasci mogu prevreti. Kada se radi o voćnim rakijama, alkohol 
potjeĉe od direktne destilacije prevrelih komina voća ili vina (Grba, 2010). 
 
Jaka alkoholna pića se s obzirom na naĉin proizvodnje, koliĉini alkohola ili šećera u 
pićima, ili obzirom na njihovu kvalitetu mogu podijeliti na: prirodna jaka alkoholna pića (npr. 
konjak, viski), umjetna jaka alkoholna pića (npr. maraskino) i aromatska vina (npr.vermut, 
amaro). 
 
1. Prirodna jaka alkoholna pića- pića koja se proizvode destilacijom prefermentiranih šećernih 
komina, a karakterizirana su specifiĉnom aromom koja potjeĉe od sirovina iz kojih su pića 
proizvedena. U proizvodnji tih pića nije dozvoljena uporaba šećera, škrobnog sirupa ili 
sirovina na bazi škroba, kao ni dodavanje sirovog i rafiniranog etilnog alkohola, biljnih 
proizvoda koji su ekstrahirani rafiniranim etilnim alkoholom, umjetnih boja i aroma. Prirodna 
jaka alkoholna pića se dijele prema sirovini iz koje se proizvode (slika 1). 
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2. Umjetna jaka alkoholna pića- proizvode se maceracijom sirovina u alkoholu, destilacijom 
macerata te njihovim miješanjem s etilnim alkoholom i aromatskim supstancama. Ta pića 
sadrţe sve arome sirovina iz kojih su proizvedena i to u oplemenjenom obliku jer ne sadrţe 
razne nepoţeljne spojeve nastale tijekom fermentacije. S obzirom da se maceracija provodi u 
rafiniranom alkoholu, ne sadrţe ni aldehide ni patoĉna ulja.  
3. Aromatska vina- ova pića se proizvode maceracijom dodataka (pelin, limun i sl.) u vinima 
sa ili bez dodatka šećera. Odnos osnovnog vina i dodataka treba biti najmanje 75 % : 25 % u 
korist osnovnog vina. Obzirom na sadrţaj šećera aromatizirana vina mogu biti suha (manje od 
50 g L
-1
 invertnog šećera), polusuha (50-90 g L-1 invertnog šećera), poluslatka (90-130 g L-1 
invertnog šećera) te slatka (više od 130 g L-1 invertnog šećera) (Grba, 2010). 
   
Slika 1. Podjela prirodnih jakih alkoholnih pića (Grba, 2010) 
 
2.1.1. Voćne rakije 
Voćne rakije proizvode se iskljuĉivo alkoholnom fermentacijom i destilacijom 
mesnatih plodova voća ili mošta od voća, bobica ili zelenih dijelova (sa ili bez koštica), 
destilirane na manje od 86% vol. 
 Pravilnikom o jakim alkoholnim pićima (NN 61/09) definirano je 46 jakih alkoholnih 
pića meĊu kojima se, u devetoj kategoriji, nalazi rakija od voća. Rakija od voća se oznaĉava 
tako da iza rijeĉi »rakija« stoji ime voća, bobica ili zelenih dijelova od kojih je rakija 
proizvedena kao npr. rakija od groţĊa. 
PRIRODNA JAKA 
ALKOHOLNA PIĆA 
VOĆNE RAKIJE  
 (loza, vinjak, trešnjevaĉa, 
šljivovica..) 
ŢITNE RAKIJE 
(viski, vodka..) 
ŠEĆERNE RAKIJE 
(rum..) 
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Ova vrsta rakija proizvodi se iz prefermentirane komine voća ubranog u tehnološkoj 
zrelosti odnosno kada je voće prikladno za preradu te ima optimalan odnos šećera, kiselina i 
tvari arome (Mrvĉić, 2016). Za njihovu proizvodnju mogu se koristiti gotovo sve vrste voća i 
drugih biljnih sirovina koje sadrţe dovoljnu koliĉinu šećera (marelice, breskve, jabuke, 
maline). Sirovine mogu biti i sušeno voće, razni ostaci koji se dobiju preradom voća, kao što 
su kom i trop voća, talozi vina (Mujić, 2010). Moţe se uzimati i voće koje nije prikladno za 
dulje ĉuvanje i skladištenje, prezrelo i oštećeno. Iz takvog voća se moţe dobiti još uvijek 
dobra rakija, a za rakije prvorazredne kvalitete potrebno je uzimati samo zrelo, neoštećeno i 
dobro ĉuvano voće. Pri odabiru voćnih sirovina posebna pozornost se posvećuje sastavu voća 
od kojeg se rakija priprema jer se na tome temelji vrijednost svake rakije. Razliĉite organske i 
mineralne tvari prisutne u voću daju voću, a kasnije i rakiji od tog voća, karakteristiĉna 
svojstva kao što su okus, miris, aroma i boja (Banić, 2006). 
Tehnologija proizvodnje razliĉitih voćnih rakija temelji se na odreĊenim glavnim 
fazama proizvodnje neovisno o kojem se voću radi. Faze proizvodnje ukljuĉuju usitnjavanje 
sirovine, pripremu hranjive podloge i pripremu kvasca, fermentaciju, destilaciju te doradu i 
dozrijevanje proizvoda (Grba, 2010). U voćne rakije ulaze i rakije od groţĊa, a to su vinjak, 
cognac, armagnac, komovica, loza i droţdenka (Mrvĉić, 2016). 
Rakije od groţĊa meĊusobno se razlikuju ovisno o tome koji dio prefermentirane 
komine se destilira (vino, trop, cijeĊena ili necijeĊena komina). Komovica se, za razliku od 
loze, proizvodi samo od ostatka nakon cijeĊenja komine, koma (Mujić, 2010). Proizvodnja 
komovice na tradicionalan naĉin karakteristiĉna je za Mediteranske zemlje kao što su Grĉka, 
Španjolska, Portugal, Italija. Rakije proizvedene na tradicionalan naĉin u šarţnim (alambic) 
kotlovima posjeduju karakteristike koje ih razlikuju od industrijski proizvedenih pića. Takav 
naĉin proizvodnje je specifiĉan i vezan za tradiciju i povijest pojedine zemlje u kojoj se 
proizvodi (Lukić i sur., 2011a). Rakija komovica najĉešće se proizvodi kako bi se iskoristio 
nusproizvod pri proizvodnji vina pa je i proizvodnja najopseţnija u zemljama s bogatom 
vinskom proizvodnjom. Ovisno o drţavi u kojoj se proizvodi poznata je pod razliĉitim 
nazivima. U Italiji je poznata pod nazivom „grappa“, „bagaceira“ u Portugalu, „orujo“ u 
Španjolskoj, „eau-de-vie de marc“ u Francuskoj te „tsipouro“ u Grĉkoj (Lopez-Vazquez i sur., 
2010). 
Proizvodnja rakije loze karakteristiĉna je za podruĉje Makedonije i Srbije te juţni dio 
Hrvatske gdje se ĉesto konzumira i predstavlja nacionalno piće. Komovica je na tom podruĉju 
manje popularna zbog jakog mirisa i okusa komine (Milanov i sur., 2014).  
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2.2. RAKIJA LOZA 
 
2.2.1. Sirovina (groţĊe) 
Za proizvodnju groţĊa sluţe mnogi kultivari vinove loze (Vitis vinifera L.). Vinova 
loza pripada velikoj porodici Vitacecae, a najveći broj vrsta pripada rodu Vitis. Plod vinove 
loze je bobica koja je graĊena od pokoţice, mesa i sjemenke. Najveći dio ĉini meso dok su u 
koţici smještene tvari arome i boje. Ovisno o sorti, boja groţĊa varira od zelenoţute, 
bijeloţute, svijetloruţiĉaste do tamnoplave (Mirošević i Karoglan Kontić, 2008). Glavni 
šećeri u groţĊu su glukoza i fruktoza koje se najĉešće prisutne u otprilike jednakim omjerima. 
U prezrelom groţĊu veći je udio fruktoze, dok je u nezrelom veći udio glukoze. Sadrţaj 
šećera varira ovisno o sorti i zrelosti ploda (Jackson, 2008). Udio šećera u groţĊu je od 9 - 
23% (Nikiĉević i Tešević, 2010). Osim šećera groţĊe sadrţi nešto bjelanĉevina, vinsku i 
jabuĉnu kiselinu, kalij, kalcij, ţeljezo, magnezij, mangan, vitamine C i B skupine, nešto 
pektina i tanina (Mujić, 2010). 
GroţĊe je najĉešće sirovina za proizvodnju vina, ali se od njega moţe proizvoditi i 
rakija. U sluĉaju da groţĊe nije dovoljno zrelo pa nema dovoljno šećera za proizvodnju vina, 
tada se moţe proizvesti rakija. TakoĊer, ako se radi o nekim ranim stolnim sortama groţĊa 
koje su podloţne oštećenju i brzom poĉetku truljenja umjesto u vino moţe se preraditi u rakiju 
lozu (Banić, 2006). MeĊutim, izborom kvalitetnih sorti groţĊa mogu se dobiti sortne rakije s 
posebno finom aromom koja je 4-5 puta intenzivnija nego originalno vino (Keršek i Savković, 
2012).  
 
2.2.1.1. Sorta grožĎa Izabela 
Sorta groţĊa Izabela je hibrid ameriĉke loze Vitis labrusca i europske loze Vitis 
vinifera. Porijeklom iz Sjeverne Amerike, a u naše krajeve dolazi krajem 19. stoljeća. 
Znaĉajna obiljeţja ove sorte groţĊa su visoka plodnost i otpornost na filokseru (lisna uš iz 
porodice Phylloxeridae). Uzgaja se većinom u kontinentalnom dijelu Hrvatske, ali preteţito 
na okućnicama. Iznimno je bujna rasta, a uz to ima velike široke listove pa se po tome lako 
raspoznaje. Bobice su krupne, ljubiĉasto-modre boje (slika 2), a ova sorta groţĊa ima 
prepoznatljiv miris tzv. fox miris (Penavin, 2004). Taj fox miris pripisuje se upravo kao 
obiljeţje koje potjeĉe od loze Vitis labrusca, dok s druge strane aroma koja ju takoĊer 
karakterizira je aroma jagode koja se povezuje s visokim sadrţajem furaneola u mesu ove 
sorte groţĊa (Zabetakis i sur., 1999). Kod nas se zabranjuje proizvodnja vina od sorte groţĊa 
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Izabela kao i od ostalih direktno rodnih hibrida (Zakon o vinu, 2003) stoga se ona najĉešće 
koristi u druge svrhe (jelo, pripremu sokova i pekmeza). 
 
 
                    
Slika 2. Sorta groţĊa Izabela (Anonymus, 2011) 
 
2.2.2. Tehnološki postupak proizvodnje rakije loze  
Za proizvodnju rakije od groţĊa, loze, mogu se koristiti razliĉite sorte groţĊa, a na 
podruĉju Srbije za najĉešće se koristi autohtona sorta Smederevka (Ranković i sur., 2004). 
Kvaliteta rakije loze osim o sorti vinove loze, klimatskim uvjetima i tlu na mjestu uzgoja 
groţĊa, ovisi o karakteristikama i naĉinu voĊenja fermentacije. TakoĊer, ovisi nakon kojeg 
vremena od završetka fermentacije se provodi destilacija i o samoj metodi destilacije te o 
naĉinu skladištenja gotovih destilata (Vukosavljević i sur., 2015).  
 
Tehnologija proizvodnje rakije loze ukljuĉuje ove operacije: 
 priprema sirovine (berba i muljanje groţĊa) 
 alkoholna fermentacija (vrenje) komine 
 destilacija prefermentirane komine 
 odleţavanje, dozrijevanje i završna izrada rakije 
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2.2.2.1. Priprema sirovine za proizvodnju rakije (berba i muljanje grožĎa) 
Berba groţĊa najĉešće se obavlja ruĉno pri ĉemu se groţĊe bere s peteljkama. Smatra 
se da je kvaliteta loze bolja ako se iz komine uklone peteljke, ali to nije nuţno (Banić, 2006). 
Za proizvodnju loze najbolje je koristiti groţĊe s 10-15% šećera i 6-12% kiselina jer se 
preradom takvog groţĊa dobije vino slabije kvalitete (Mujić, 2010). 
GroţĊe se odmah nakon berbe podvrgne muljanju pomoću muljaĉe na valjcima. 
Izmuljano groţĊe naziva se komina. Usitnjavanje omogućuje brţi tijek odvijanja procesa 
alkoholne fermentacije (Mujić, 2010). U tom stanju groţĊe je sklono kvarenju pa ga je 
potrebno što prije staviti u daljnji proces kako bi se izbjegao duţi kontakt sa zrakom i moguće 
kvarenje (Berglund, 2004). 
2.2.2.2. Alkoholna  fermentacija (vrenje) komine  
Alkoholna fermentacija groţĊane komine je sloţen biokemijski proces u kojem kvasci 
imaju znaĉajnu ulogu u transformaciji šećera u etanol, ugljikov dioksid i brojne druge 
sekundarne metabolite (Ciani i sur., 2010). Proces alkoholne fermentacije je anaeroban, a 
ugljikov dioksid koji nastaje pri izlasku iz komine izaziva njezino pjenjenje što podsjeća na 
vrenje. Kako alkoholna fermentacija napreduje tako stvoreni alkohol djeluje inhibicijski na 
većinu bakterijskih vrsta te se njihov broj smanjuje. Ugljikov dioksid  koji se tijekom 
fermentacije nakuplja na površini komine onemogućava rast plijesnima i aerobnim 
bakterijama. Tako stvoreni uvjeti pogoduju samo kvascima koji jedini zaostaju na kraju 
fermentacije. Sinteza alkohola (etanola) odvijat će se sve dok ima šećera u komini (Grba, 
2010).  
Pri proizvodnji rakije loze, kao i pri proizvodnji drugih alkoholnih pića iz 
fermentabilnih sirovina, alkoholna fermentacija moţe biti voĊena na dva naĉina. Moţe se 
provoditi spontano, s pomoću na sirovini prirodno prisutnom mikroflorom ili dodatkom 
selekcioniranih kvasaca (Nikiĉević i Tešević, 2010). 
Spontana fermentacija je sloţen proces ĉiji je tijek teško predvidjeti. Ona je rezultat 
djelovanja više vrsta kvasaca, ali i bakterija i plijesni prirodno prisutnih na površini groţĊa. U 
tom sluĉaju autohtona mikroflora groţĊa uvjetuje brzinu i trajanje fermentacije. Najznaĉajniji 
kvasci prisutni tijekom spontane fermentacije su kvasci Klockera apiculata, Metschnikowia 
pulcherrima i Candida stellata koji se svrstavaju u skupinu ne-Saccharomyces vrsta 
(Combina i sur., 2005). Njihova aktivnost je izraţena u ranijim fazama fermentacije jer im je 
rast u kasnijim fazama fermentacije inhibiran sintetiziranim etanolom. MeĊutim, ti kvasci su 
znaĉajni za proizvodnju hlapivih spojeva arome. Odgovorni su za nastanak spojeva kao što su 
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esteri, viši alkoholi, kiseline i monoterpeni (Swiegers i sur., 2005). Kada koncentracija etanola 
poraste daljnju fermentaciju provodi i završava kvasac Saccharomyces cerevisiae (Fleet, 
2003). 
Dirigirana odnosno kontrolirana fermentacija provodi se pomoću inokuliranog 
selekcioniranog kvasca, a najĉešće se radi o kvascu S. cerevisiae.  On dominira tijekom cijele 
fermentacije i ima znaĉajnu ulogu u suzbijanju ostalih ne-Saccharomyces vrsta (Ciani i sur., 
2010). Neki od kriterija odabira selekcioniranog kvasca su svojstva kvasca koja utjeĉu na 
karakteristike fermentacije te njegov utjecaj na kvalitetu krajnjeg proizvoda. Vrlo je vaţno da 
odabrani kvasac nije spor te da ne uzrokuje zastoj u fermentaciji. Poţeljno je da taj kvasac 
daje uravnoteţen niz metabolita koji povoljno utjeĉu na aromu bez neţeljenih hlapivih tvari 
(octena kiselina, etil acetat) (Swiegers i sur., 2005). Upotreba selekcioniranog kvasca 
osigurava brz poĉetak fermentacije s minimalnom fazom prilagodbe (lag fazom). Na taj naĉin 
moguće je definirati trajanje procesa fermentacije što moţe pozitivno pridonijeti aromi 
proizvoda. 
Tijek alkoholne fermentacije ovisan je o temperaturi na kojoj se fermentacija provodi. 
Temperatura utjeĉe na vrijeme trajanja fermentacije, odnosno na trenutak kada će ona 
zapoĉeti i završiti. Iacumin i suradnici (2012) navode da fermentacija voĊena pri višim 
temperaturama (36°C) moţe ograniĉiti rast ne-Saccharomyces vrsta već u prvim danima 
fermentacije. Na taj naĉin se sprjeĉava nastanak nepoţeljnih metabolita koje te vrste kvasaca 
produciraju.  
Torija i suradnici (2003) ispitivali su utjecaj temperature na rast kvasca S. cerevisiae te 
su njihovi rezultati pokazali da fermentacija pri niţim temperaturama (15°C-20°C) poĉinje 
sporije zbog duţe faze prilagodbe (lag faze) te je potreban duţi period za postizanje 
maksimalnog broja stanica kvasca. U trenutku kada je postignut maksimalni broj stanica 
kvasca (10
8 
CFU mL
-1
) konstantan je tijekom cijelog procesa (dugaĉka stacionarna faza). 
Autori takoĊer navode da je sliĉan maksimalan broj stanica kvasca postignut i pri višim 
temperaturama fermentacije (25°C i 30°C) iako je joj je poĉetna brzina bila brţa nego pri 
niţim temperaturama. Pri najvišoj ispitivanoj temperaturi (35°C) gotovo da i nije zabiljeţena 
lag faza. Odmah je nastupila eksponencijalna faza te je maksimalan broj stanica kvasca 
dosegnut ranije. Kod te fermentacije uoĉena je kratka stacionarna faza. Faza odumiranja 
nastupila je ranije u odnosu na ostale fermentacije. Duljina fermentacije i maksimalan broj 
stanica kvasca bilo je sliĉan pri svim prouĉavanim temperaturama. Razlika je vidljiva u tome 
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da viša temperatura uzrokuje brţu smrtnost stanica, a time i sporiju potrošnju šećera u odnosu 
na niţe temperature.  
Osim na duljinu trajanja fermentacije, temperatura fermentacije utjeĉe i na aromu 
prefermentirane komine, odnosno destilata.  
Niţe temperature pogoduju nastanku veće koncentracije estera koji su odgovorni za 
svjeţe, voćne arome dok više temperature utjeĉu na povećanje koncentracije spojeva arome 
odgovorne za cvjetne mirise te mirise na bananu i ananas. Upravo zbog toga temperatura 
fermentacije se moţe koristiti kao faktor koji će sluţiti u svrhu podešavanja arome i okusa 
proizvoda na ţeljenu kvalitetu (Molina i sur., 2007)  
Trajanje alkoholne fermentacije komine, osim o temperaturi, ovisi i o udjelu šećera u 
groţĊu, a obiĉno traje od 4 do 10 dana (Keršek i Savković, 2012). Uvjete fermentacije 
potrebno je podesiti na parametre koji povoljno djeluju na aktivnost kvasca, a to je pH 4-5 i 
temperatura 25-35°C (Grba, 2010). 
 
2.2.2.3. Destilacija prefermentirane komine 
Nakon završetka alkoholnog vrenja, prefermentiranu kominu potrebno je u što kraćem 
roku destilirati. Ukoliko to nije moguće, prefermentiranu kominu potrebno je ĉuvati pri niţim 
temperaturama kako bi se sprijeĉile moguće neţeljene promjene, prije svega oksidacija 
etanola do octene kiseline (Nikiĉević i Tešević, 2010). 
Destilacija je postupak u kojem se zagrijavanjem tekuća faza prevodi u plinovitu i 
zatim se ta plinovita faza kondenzira odnosno ukapljuje. Time je omogućeno razdvajanje 
tekuće smjese hlapivih komponenata na relativno ĉiste komponente. Razdvajanje se zasniva 
na razliĉitim vrelištima etanola (78,3°C) i vode (100°C), odnosno razliĉitim vrelištima drugih 
spojeva arome prisutnih u prefermentiranoj komini, kao i o njihovoj topivosti u etanolu, 
odnosno vodi. Alkohol (etanol) i voda su glavni sastojci prefermentirane komine groţĊa pa 
zagrijavanjem isparava više alkohola u odnosu na vodu (Banić, 2006). Tijekom destilacije se 
odvija niz kompleksnih kemijskih reakcija koje imaju veliki utjecaj na koncentraciju 
pojedinog spoja arome u proizvodu. Cilj destilacije je izdvojiti etanol u povoljnom omjeru sa 
spojevima arome, tako da zajedno destilatu daju kvalitetu i karakteristike potrebne za 
konkretan proizvod (Nikiĉević i Tešević, 2010). 
Loza najbolje kvalitete dobije se ako se prefermentirana komina destilira na 
diskontinuiranim kotlovima (slika 3) dvostrukom destilacijom. Prvo se destilira 
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prefermentirana komina u cilju izdvajanja alkohola, a redestilacija se provodi uz izdvajanje 
frakcija u cilju proĉišćavanja i pojaĉavanja destilata (Luĉić, 1986). 
Proizvod prve destilacije je „meka rakija“ s udjelom alkohola od 20-50%.  Dobiveni 
destilat ide na drugu destilaciju sa svrhom koncentriranja etanola i spojeva arome te 
proĉišćavanja od neţeljenih sastojaka. Brzina prelaţenja odreĊenih spojeva arome u destilat 
ovisi o njihovom koeficijentu isparavanja. On predstavlja odnos koliĉine odreĊenog spoja 
arome u parnoj fazi u odnosu na koliĉinu tog spoja u destilatu (Nikiĉević i Tešević, 2010). 
Odvajanje tvari provodi se frakcijskom destilacijom odnosno odvajanjem destilata u prvi, 
drugi i treći tok. Prvi tok ili prvijenac (eng. head) je prvi dio kondenzata, mutan je i sadrţi 
veliki udio metanola (Silva i Malcata, 1999). Vrijeme prekida pojedinog toka destilacije 
uvelike ovisi o iskustvu osobe koja vodi destilaciju i o koncentraciji alkohola koja se 
procjenjuje denzitometrijski. Kada se procijeni da je prvi tok gotov, hvata se drugi, srednji tok 
ili srce (eng. heart). Destilat srednjeg toka poţeljne je bistrine, a udio alkohola u njemu iznosi 
45-50%. Zadnji tok, patoka ili plavić (eng. tail) neugodnog je mirisa s većim udjelom viših 
alkohola i kiselina (Mrvĉić, 2016). 
 
 
 
Slika 3. Prikaz osnovnih dijelova kotla za diskontinuiranu destilaciju (Louw i Lambreschts, 
2012) 
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2.2.2.4. Odležavanje, dozrijevanje i završna izrada rakije 
Nakon destilacije dobiveni sirovi destilat ima oštar, grub i neharmoniĉan miris. Zbog 
toga takvi destilati nisu pogodni odmah za konzumaciju već je potrebno njihovo odleţavanje. 
Sirovi destilat loze odleţava u inertnim posudama nekoliko mjeseci radi stabilizacije 
(Nikiĉević i Tešević, 2010). U procesu odleţavanja i dozrijevanja u destilatu se odvijaju 
kemijski procesi oksidacije i redukcije kojima podlijeţu primarni i sekundarni sastojci 
destilata. Dolazi do povećanja koncentracija ukupnih aromatiĉnih i mirisnih tvari koje 
znaĉajno utjeĉu na kvalitetu konaĉnog proizvoda (Mujić, 2010). Rakija loza na trţište 
najĉešće dolazi bezbojna, a moţe se koristiti kao osnova za proizvodnju rakija travarica tako 
da se u nju dodaju ljekovite biljke. 
2.2.3. Spojevi arome rakije loze 
Rakije od groţĊa karakterizirane su prisutnošću razliĉitih hlapivih spojeva koji ĉine 
njihovu aromu. Spojevi arome rakije od groţĊa, loze kao i drugih voćnih rakija mogu se 
klasificirati u ĉetiri glavne skupine ovisno o fazi nastajanja (Miliĉević i sur., 2012): 
 
1.) Primarni spojevi arome- potjeĉu od sirovine i nositelji su sortnih obiljeţja 
2.) Sekundarni spojevi arome- spojevi nastali tijekom procesa fermentacije 
3.) Tercijarni spojevi arome- spojevi koji se razvijaju tijekom procesa destilacije 
4.) Kvarterni spojevi arome- spojevi formirani tijekom odleţavanja destilata  
 
 Aromatski potencijal sirovine (groţĊa) sastoji se od slobodnih hlapivih komponenata i 
prekursora arome u razliĉitim oblicima koji aromu oslobaĊaju svojom razgradnjom (Nikiĉević 
i Tešević, 2010). 
Fermentacijom nastaju spojevi pod utjecajem kvasca S. cerevisiae te drugih 
mikroorganizama koji metaboliziraju ugljikohodrate, masne kiseline, aminokiseline i druge 
spojeve  prisutne u sirovini. Glavni spoj nastao metabolizmom ugljikohidrata je etanol, a uz 
njega znaĉajni su i esteri, viši alkoholi, aldehidi, ketoni i organske kiseline (Christoph i Bauer-
Christoph, 2007). 
Formiranje, degradacija i interakcija spojeva arome tijekom cijelog tehnološkog 
procesa proizvodnje kao i tijekom odleţavanja utjeĉu na konaĉna senzorska svojstva rakije 
(Nikiĉević i Tešević, 2010). 
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Vaţne skupine spojeva koje ĉine aromu loze kao i ostalih rakija od groţĊa, a i drugih 
voćnih rakija su: 
 
ALKOHOLI- u svim jakim alkoholnim pićima pa tako i u rakiji lozi najzastupljeniji alkohol 
je etanol. Produkt je alkoholne fermentacije, a prisutan je u destilatu tijekom cijele destilacije. 
Na poĉetku destilacije prisutan je u većoj koncentraciji, a kasnije mu se koncentracija 
smanjuje (Luĉić, 1986). Destilacija loze se prema Pravilniku o jakim alkoholnim pićima (NN 
61/09) provodi tako da destilat sadrţi od 60-75% vol. alkohola. 
 
Metanol nije produkt alkoholne fermentacije već je posljedica hidrolize pektina gdje 
su karboksilne skupine galakturonske kiseline esterificirane s metanolom (Grba, 2010). 
Najĉešće je prisutan u malim koliĉinama, ali to ipak ovisi o sirovini i naĉinu prerade. 
Postupkom jednokratne destilacije nemoguće ga je u potpunosti odvojiti od etanola, a 
koncentracija mu se postepeno smanjuje tijekom destilacije. Ne utjeĉe na organoleptiĉka 
svojstva rakije jer je okusom sliĉan etanolu. Koncentraciju metanola u rakiji potrebno je 
kontrolirati zbog njegovog toksiĉnog djelovanja na zdravlje (Nikiĉević i Tešević, 2010). 
Vrlo vaţnu skupinu alkohola koji doprinose aromi rakije ĉine viši alkoholi. To su 
alkoholi s više od dva ugljikova atoma. Koncentracija tih alkohola u destilatima ovisi o sorti 
groţĊa, temperaturi i vremenu trajanja fermentacije te o primijenjenoj destilacijskoj tehnici. 
Neki od predstavnika viših alkohola u rakiji su n-propanol, n-butanol, izobutanol, izoamil 
alkohol i aromatski feniletanol (Silva i Malcata, 1999). Pokazuju veću hlapivost od etanola do 
42% vol. etanola u destilatu. Pri višim koncentracijama etanola njihova hlapivost se smanjuje 
i tada se izdvajaju u zadnjem toku (patoka, plavić). Dio patoĉnih primjesa netopljiv je u vodi i 
uljnog je karaktera pa se još nazivaju patoĉna ulja (eng. fusel oil) (Nikiĉević i Tešević, 2010). 
Loza prema Pravilniku o jakim alkoholnim pićima (NN 61/09) mora imati minimalno 150 mg 
viših alkohola po litri 100% vol. alkohola. 
 
ESTERI- su spojevi nastali reakcijom izmeĊu karboksilne skupine organske kiseline i 
hidroksilne skupine alkohola ili fenola. Ova skupina spojeva vrlo je vaţna u formiranju 
aromatskog potencijala rakije dajući joj voćni karakter (Tsakiris i sur., 2014). 
Najznaĉajniji esteri u rakiji su etil acetat i etil laktat. Etil acetat se najĉešće nalazi u 
prvom toku destilacije dok je etil laktat najĉešći u zadnjem. Uz navedene estere u rakiji su 
znaĉajni i etil esteri masnih kiselina nastali kao rezultat reakcije izmeĊu etanola i prekursora 
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zasićenih monokarboksilnih kiselina (etil heksanoat (kaproat), etil oktanoat (kaprilat), etil 
dekanoat (kaprat)) te acetatni esteri nastali izmeĊu octene kiseline i viših alkohola (izoamil 
acetat i 2-feniletil acetat).  
 Postupak destilacije moţe imati znaĉajan utjecaj na prisutnost estera u rakiji. Gotovo 
svi esteri imaju nisku toĉku vrelišta i izdvajaju se u ranoj fazi destilacije. Zbog toga je 
potrebno kontrolirati  u kojem će se trenutku prekinuti prvi tok destilacije kako bi se esteri 
zadrţali u poţeljnim koncentracijama (Nikiĉević i Tešević, 2010).  
Prema Pravilniku o jakim alkoholnim pićima (NN 61/09) loza mora sadrţavati 
minimalno 50 g estera po hektolitru 100% vol. alkohola. U istraţivanju Milanova i suradnika 
(2014) navodi se da je veći udio ukupnih estera prisutan u destilatima destiliranim nakon 
duţeg perioda od alkoholne fermentacije (70 dana) u odnosu na one destilirane 10 dana od 
završetka fermentacije. U periodu izmeĊu završene fermentacije i destilacije dolazi do 
nastanka estera izmeĊu alkohola i kiselina sintetiziranih tijekom alkoholne fermentacije. 
 
KARBONILNI SPOJEVI- glavni karbonilni spoj alkoholne fermentacije je acetaldehid koji 
nastaje kao meĊuprodukt razgradnje piruvata. Pravilnim prekidanjem  prvog toka destilacije 
moţe ga se odvojiti iz drugog toka odnosno „srca“ zbog niske toĉke vrenja (20,8°C) 
(Nikiĉević i Tešević, 2010). Acetaldehid moţe nastati i oksidacijom etanola (Luĉić, 1986). 
Toksiĉnost ovog spoja povezuje se s muĉninom i povraćanjem koje se javljaju nakon 
konzumacije pića u kojem je prisutan u većim koncentracijama. Diacetil, keton nastaje 
djelovanjem bakterija mlijeĉne kiseline uslijed malolaktiĉne fermentacije (Christoph i Bauer-
Christoph, 2007). Njegova koncentracija u rakiji ovisi o koncentraciji prisutnoj u poĉetnom 
uzorku korištenom za destilaciju te o primijenjenoj tehnici destilacije. 
 
TERPENI- najĉešće su prisutni u pokoţici bobice groţĊa i nosioci su cvjetnog mirisa. 
Identificirano je oko 40 terpena u groţĊu, a najznaĉajniji su linalol, α-terpineol, nerol, 
geraniol i citronelol. Osjetilni prag ovih spojeva je relativno nizak, svega nekoliko stotina 
mikrograma po litri. Visoka temperatura destilacije i nizak pH mogu dovesti do oksidacije 
terpena što moţe negativno utjecati na aromu (Tsakiris i sur., 2014) 
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Najznaĉajniji spojevi i  njihova koliĉina u lozi prikazani su u tablici 1. 
 
Tablica 1. Najznaĉajniji spojevi loze (Mujić, 2010) 
 
SASTOJCI 
KOLIĈINA 
najmanja najveća 
Alkohol (vol. %) 40 50 
Kiseline (mg L
-1
) 100 1000 
Metanol (vol. % a.a.) 0,15 0,5 
Esteri (mg L
-1 
a.a.) 600 4000 
Viši alkoholi (mg L-1 a.a.) 1500 6000 
Aldehidi (mg L
-1
 a.a.) 50 500 
Furfurol (mg L
-1
 a.a.) - 25 
a.a.-apsolutni alkohol 
 
Najznaĉajniji utjecaj na aromu rakije loze ima kvaliteta sirovine stoga je od izrazite 
vaţnosti odrediti pravo vrijeme za berbu. Kako bi se aromatiĉne komponente sirovine 
saĉuvale, potrebno je kontrolirati cijeli tijek tehnološke proizvodnje rakije. Najkvalitetnije 
loze dobiju se od muškatnih sorata groţĊa (Nikiĉević i Tešević, 2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                            3. EKSPERIMENTALNI DIO 
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3.1. MATERIJALI 
 
3.1.1. Sirovina 
Sorta groţĊa koje je korišteno u ovom eksperimentu je Izabela. GroţĊe je ubrano u 
rujnu 2015. godine u vinogradu koji se nalazi na podruĉju sjeverozapadne Hrvatske, općina 
Farkaševac.  
3.1.2. Radni mikroorganizam 
Pri izradi diplomskog rada kao radni mikroorganizam za dirigiranu fermentaciju 
korišten je suhi aktivni vinski kvasac Saccharomyces cerevisiae BM-45 na trţištu Republike 
Hrvatske poznat kao  Vrelko, proizvoĊaĉa Danstar Ferment A.G. 
3.1.3. Hranjive mikrobiološke podloge 
Hranjive podloge korištene u radu su WL (Wallerstein Laboratory) hranjiva podloga 
(Green i Gray, 1950) (selektivna podloga za kvasce) te YPD (Yeast extract Peptone Dextrose) 
hranjiva podloga (Li i sur., 2007) (podloga pogodna za rast velikog broja mikroorganizama). 
 Navedene podloge sluţile su za izolaciju epifitne mikroflore odnosno 
mikroorganizama odgovornih za voĊenje spontane fermentacije pri 20°C. Hranjive podloge 
WL i YPD pripremljene su otapanjem sastojaka (Prilog I i II) u tikvicama volumena 1 L. 
Nakon toga podlogama je podešen pH zadan prema propisu. Pripremljene podloge 
sterilizirane su u autoklavu na 121°C, pod tlakom od 1,5 bara u trajanju od 15 min. U 
mikrobiološkom zaštitnom kabinetu podloge su izlivene u Petrijeve zdjelice. Nakon što su 
podloge ohlaĊene i oĉvrsnute, pogodne su za nacjepljivanje. 
 
3.1.4. Kemikalije 
Kemikalije korištene u ekperimentalnom dijelu rada su: 
 kvašĉev ekstrakt, Biolife, Italija 
 tripton, Biolife, Italija 
 glukoza, p.a., Merck, Njemaĉka 
 kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4) p.a., Kemika, Hrvatska 
 kalijev klorid (KCl) p.a., Gram-Mol, Hrvatska  
 kalcijev klorid (CaCl2) p.a., Gram-Mol, Hrvatska  
 magnezijev sulfat (MgSO4) p.a., Alkaloid, Makedonija 
 ţeljezov klorid (FeCl3) p.a., Kemika, Hrvatska 
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 manganov sulfat (MnSO4(H2O) p.a., Alkaloid, Makedonija 
 bromokrezol zeleno (bojilo) p.a., Kemika, Hrvatska 
 agar, Liofilchem, Italija 
 pepton, p.a, Merck, Njemaĉka 
 destilirana voda, PBF, Hrvatska 
 octena kiselina, min. 96% (CH3COOH) p.a, Carlo Erba Reagents, Francuska 
 kalij heksacijanoferat (II)-trihidrat (K4(Fe(CN)6)x3H2O) p.a., Kemika, Hrvatska 
 cinkov sulfat heptahidrat (ZnSO4x7H2O) p a., Gram-Mol, Hrvatska 
 bakrov (II) sulfat pentahidrat  (CuSO4x5H2O) p.a., Alkaloid, Makedonija 
 limunska kiselina (C6H8O7) p.a., Gram-Mol, Hrvatska 
 bezvodni natrijev karbonata (Na2CO3) p.a., Gram-Mol, Hrvatska 
 kalijev jodid (KI) p.a., Gram-Mol, Hrvatska 
 35-36% klorovodiĉna kiselina (HCl) p.a., Fisher Chemical, UK 
 sumporna kiselina (H2SO4) p.a., Fisher Chemical, UK 
 škrob p.a., Kemika, Hrvatska 
 kalijev hidroksid (KOH) p.a., T.T.T., Hrvatska 
 natrijev hidroksid (NaOH) p.a., Kemika, Hrvatska 
 kalijev bikromat (K2Cr2O7) p.a., Kemika, Hrvatska 
 natrijev tiosulfat (Na2S2O3) p.a., Kefo, Hrvatska 
 fenolftalein p.a., Kemika, Hrvatska 
 
3.1.5. Otopine 
Otopine korištene u eksperimentalnom dijelu rada i njihova priprema nalaze se u 
Prilogu III. 
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3.1.6. Aparatura 
Popis korištene aparature pri izradi ovog eksperimenta prikazan je u tablici 2. 
 
Tablica 2. Popis korištene aparature 
UreĊaj/ stroj ProizvoĊaĉ (Tip) 
Analitiĉka vaga Kern KB 
pH-metar Schott 
Mikrobiološki zaštitni kabinet (laminar) Klima oprema 
Šarţni destilacijski kotao Fresl obrt 
Autoklav Sutjeska 
Vodena kupelj Memmert 
Plinski kromatograf (GC) s 
plamenoionizacijskim detektorom (FID) 
Hewlett-Packard HP 5890 
Aparatura po Martin-Dietrichu (za odreĊivanje 
alkohola) 
Staklena aparatura 
Aparatura po Luff-Schoorlu (za odreĊivanje 
šećera) 
Staklena aparatura 
MALDI-TOF Biotyper Bruker Daltonik 
Termostat (uzorci) Ikom 
Termostat (GC) Ikom 
HSS boĉice (20 mL) Restek Bellefonte 
Ĉepovi za HSS boĉice Restek Bellefonte 
Laboratorijsko posuĊe (tikvice od 10,25,50 
mL, ĉepovi za tikvice, pipete) 
 
HSS uzorkivaĉ Hewlett-Packard HP 7694 
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3.2. METODE 
 
3.2.1. Postupak proizvodnje rakije loze 
Proizvodnja rakije loze ukljuĉivala je slijedeće faze: 
1. Priprema alkoholne fermentacije 
2. Alkoholna fermentacija 
3. Destilacija 
4. Stabilizacija destilata 
3.2.1.1. Priprema alkoholne fermentacije 
Postupak kojim zapoĉinje proizvodnja rakije loze je priprema sirovine tj. groţĊa. 
GroţĊe se usitnilo, a zatim su napunjene ĉetiri Erlenmeyerove tikvice od 2 L sa 2 kg 
usitnjenog groţĊa; dvije tikvice za spontanu te dvije za kontroliranu (dirigiranu) fermentaciju 
na temperaturama od 20°C, odnosno 30°C. 
Za dirigiranu fermentaciju korišten je inokulum, suhi aktivni vinski kvasac, 
Saccharomyces cerevisiae. Njime je inokulirano groţĊe u dvije Erlenmeyerove tikvice 
dodatkom 0,2 g suhog aktivnog kvasca na 1 L groţĊa. Fermentacija je anaeroban proces pa  
Erlenmeyerove tikvice moraju biti zatvorene vreljnjaĉama da se sprijeĉi ulazak zraka, a 
omogući izlazak fermentacijom nastalog CO2 (slika 4). 
 
 
Slika 4. Postavljena alkoholna fermentacija u Erlenmeyerovim tikvicama s vreljnjaĉom, 
spontana i dirigirana fermentacija pri 20°C (vlastita fotografija) 
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3.2.1.2. Alkoholna fermentacija 
Osim utjecaja dodatka inokuluma na tijek fermentacije i kvalitetu proizvedene loze, 
pratio se i utjecaj temperature. Stoga su dvije tikvice (spontana i dirigirana) tijekom procesa 
fermentacije drţane u termostatu pri temperaturi od 20°C, a druge dvije (spontana i dirigirana) 
u termostatu pri temperaturi od 30°C.  
Tijekom fermentacije pratio se utrošak supstrata (šećera iz groţĊa) te nastanka produkta 
(etanola). Proces se zaustavlja u trenutku kada se potroši sav šećer odnosno kada se 
koncentracija alkohola ustali. 
 
3.2.1.3. Destilacija 
Destilacija prefermentiranih komina provedena je dva tjedna nakon završetka 
fermentacije. Uzorci su do destilacije ĉuvani u hladnjaku na 4°C. Destilacija je provedena u 
šarţnom laboratorijskom kotlu za destilaciju (slika 5). 
 
 
Slika 5. Šarţni laboratorijski kotao za destilaciju (vlastita fotografija) 
 
Destilacije su zapoĉete u ohlaĊenom bakrenom destilacijskom kotlu (volumena 5 L) 
na sobnoj temperaturi, uz polagano i konstantno zagrijavanje prefermentirane komine. Na taj 
naĉin osigurano je poţeljnim aromama dovoljno vremena za isparavanje, a  ukapljenom 
destilatu izlaz iz hladila u obliku pravilnog, ujednaĉenog i tankog mlaza. Loza je dobivena 
jednokratnom destilacijom odnosno tradicionalnim postupkom destiliranja na konzumnu 
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vrijednost od 40% vol. alkohola. Koliĉina sirovine nije bila dovoljna za provoĊenje dvostruke 
destilacije pa su s obzirom na to koncentracije alkohola u završnom destilatu bile niţe od onih 
Pravilnikom propisanih (60-75% vol. alkohola). Destilacija je voĊena u tri glavna toka: prvi 
tok (prvijenac), drugi tok (srednji tok, srce) i treći tok (plavić). Destilati prvog toka hvatani su 
u dvije frakcije, ukupnog volumena 20 mL, što iznosi 1% volumena prefermentirane komine. 
Presijecanje druga dva toka provedeno je praćenjem udjelu alkohola pomoću denzimetrijskog 
alkoholometra. Drugi tok podijeljen je u tri frakcije (dvije frakcije po 50 mL i treća frakcija 
hvatana do izmjerenih ~ 40% alkohola na izlazu iz kotla). Treći tok ĉinila je samo jedna 
frakcija (<40% alkohola). Destilacijom su dobiveni destilati ĉije su karakteristike navedene u 
tablicama 3-6. 
 
Tablica 3. Destilati dobiveni destilacijom spontano prefermentirane komine pri 30°C 
 
podjela 
tokova 
 
podjela 
frakcija 
 
kratice 
jaĉina 
destilata 
(%) 
volumen 
destilata 
 (mL) 
 
opaske 
 
1. TOK 
1. frakcija 1T/1F - 10  
2. frakcija 1T/2F - 10  
 
2. TOK 
1. frakcija 2T/1F 52,5 50  
2. frakcija 2T/2F 45 50  
3. frakcija 2T/3F 38 80  
3. TOK 1. frakcija 3T/1F 16,25 200 mutan 
 
 
Tablica 4. Destilati dobiveni destilacijom dirigirano prefermentirane komine pri 30°C  
 
podjela 
tokova 
 
podjela 
frakcija 
 
kratice 
jaĉina 
destilata 
(%) 
volumen 
destilata 
 (mL) 
 
opaske 
 
1. TOK 
 
1. frakcija 
 
1T/1F 
 
- 
 
10 
pojava 
prstena* 
2. frakcija 1T/2F - 10  
 
2. TOK 
1. frakcija 2T/1F 55 50  
2. frakcija 2T/2F 48,75 50  
3. frakcija 2T/3F 36,25 157  
3. TOK 1. frakcija 3T/1F 14,38 200 mutan 
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Tablica 5. Destilati dobiveni destilacijom spontano prefermentirane komine pri 20°C 
 
podjela 
tokova 
 
podjela 
frakcija 
 
kratice 
jaĉina 
destilata 
(%) 
volumen 
destilata 
 (mL) 
 
opaske 
 
1. TOK 
 
1. frakcija 
 
1T/1F 
 
- 
 
10 
pojava 
prstena* 
2. frakcija 1T/2F - 10  
 
2. TOK 
1. frakcija 2T/1F 55 50  
2. frakcija 2T/2F 50 50  
3. frakcija 2T/3F 38 138  
3. TOK 1. frakcija 3T/1F 18,8 200 mutan 
 
 
Tablica 6. Destilati dobiveni destilacijom dirigirano prefermentirane komine pri 20°C  
 
podjela 
tokova 
 
podjela 
frakcija 
 
kratice 
jaĉina 
destilata 
(%) 
volumen 
destilata 
 (mL) 
 
opaske 
 
1. TOK 
 
1. frakcija 
 
1T/1F 
 
- 
 
10 
pojava 
prstena* 
2. frakcija 1T/2F - 10  
 
2. TOK 
1. frakcija 2T/1F 55 50  
2. frakcija 2T/2F 48,75 50  
3. frakcija 2T/3F 37,5 128  
3. TOK 1. frakcija 3T/1F 16,9 200 mutan 
* pojava prstena - moţe se povezati sa zaostalim patoĉnim uljima od prethodne destilacije; prsten je izdvojen, a 
za daljnju analizu korišten je preostali volumen destilata 
 
3.2.1.4. Stabilizacija destilata 
Destilati su prije daljnje analize plinskom kromatografijom radi stabilizacije arome 
ĉuvani dva mjeseca u zatvorenim boĉicama na sobnoj temperaturi. 
 
3.2.2. OdreĊivanje epifitne mikroflore groţĊa 
Izolacija mikroorganizama 
Za izolaciju mikroorganizama prirodno prisutnih na groţĊu, provoĊeno je 
nacjepljivanje uzoraka komina uzetih 0., 1., 2., 3., 4. i 7. dana tijekom spontane fermentacije 
pri 20°C. 
Uzorci su nacjepljivani na dvije razliĉite hranjive podloge: WL podloga i YPD 
podloga u volumenu 100 µL razrijeĊenog uzorka. Uzorci su razrijeĊeni do 10-4. Nacijepljene 
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podloge su termostatirane na 30°C, 48h. Na osnovu morfoloških razlika, od poraslih kolonija 
odabrane su razliĉite kolonije (oznaĉene slovima C-O) koje su izolirane i identificirane. 
Cijeli postupak razrjeĊenja, a kasnije i nacjepljivanja provodi se u sterilnim uvjetima 
koji su osigurani radom u mikrobiološkom zaštitnom kabinetu (laminar) kako bi se izbjegla 
kontaminacija neţeljenim mikroorganizmima. Uzorci uzeti 0., 1., 2., 3., 4. i zadnjeg (7.) dana 
spontane fermentacije pri 20°C razrjeĊivani su na naĉin da se 1 ml uzetog uzorka sterilno 
prenese u sterilnu epruvetu i doda 9 mL sterilne vode. Na taj naĉin postignuto je razrjeĊenje 
10
-1
, a zatim se provode daljnja razrjeĊenja u falkonicama od 1 mL. U nju se doda 900 µL 
sterilne vode i 100 µL prethodnog razrjeĊenja te se na taj naĉin provode razrjeĊenja sve do 
ţeljenog 10-4 razrjeĊenja. Kada se dobije ţeljeno razrjeĊenje na podlogu se pomoću pipetora 
odpipetira 100 µL razrjeĊenja i po podlozi razmaţe pomoću sterilnog štapića po Drigalskom.  
 
Identifikacija izoliranih mikroorganizama 
Identifikacija izoliranih, morfološki razliĉitih kolonija provedena je pomoću ureĊaja 
MALDI-TOF Biotyper (Bruker Daltonik). Za priprema uzoraka primjenjivana je proširena 
direktna metoda i metoda ekstrakcije EtOH-FA prema uputama proizvoĊaĉa. 
MALDI Biotyper radi na principu snimanja spektra masa nepoznatog mikroorganizma i 
njegove usporedbe s referentnim bazama podataka za identifikaciju.  
 
 
3.2.3. Analitiĉke metode 
 
3.2.3.1. OdreĎivanje šećera metodom po Luff-Schoorlu 
Koncentracija šećera u komini odreĊivana je metodom po Luff-Schoorlu (Trajković i 
sur., 1983). Uzimani su uzorci komine groţĊa iz svake od ĉetiri tikvice u kojima se provodila 
fermentacija pod odreĊenim uvjetima. Uzorci su uzimani svakoga dana sve do završetka 
fermentacije. Uzorak 0. dana uzet je neposredno nakon muljanja groţĊa. 
Metoda se temelji na oksidaciji direktno reducirajućih šećera, pri ĉemu se dvovalentni Cu 
iz Luff-ove otopine reducira u jednovalentni Cu. On se izluĉuje kao Cu (I) oksid. Suvišak Cu 
u otopini H2SO4 odreĊuje se titrimetrijski s natrijevim tiosulfatom (Na2S2O3). Ispituje se i 
utrošak natrijevog tiosulfata za slijepu probu. Uz pomoć Priloga V iz razlike rezultata dviju 
titracija (slijepe probe i uzorka) oĉita se koncentracija šećera. Prije same analize uzorke je 
potrebno pripremiti. 
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Priprema uzorka komine 
Uzorci komine razrijede se tako da u 1 L nemaju više od 8 g šećera (Prilog IV). 25 mL 
uzorka odnosno razrijeĊenog uzorka otpipetira se u odmjernu tikvicu od 100 mL, doda se 50 
mL destilirane vode, te 5 mL otopine Carrez I. Promućka se, doda se 5 ml otopine Carrez II. 
Ponovo se promućka, nadopuni destiliranom vodom do oznake, promućka i ostavi stajati 10 
minuta nakon ĉega se filtrira. Za daljnju analizu se uzima 25 mL filtrata. 
 
OdreĊivanje koncentracije šećera  
U odmjernu tikvicu od 100 mL otpipetira se 25 mL prethodno dobivenih filtrata i doda 
50 mL destilirane vode. Tikvicu se drţi u vodenoj kupelji temperature oko 70°C tako da 
sadrţaj tikvice u roku 5 minuta postigne temperaturu 67-70°C. Kada sadrţaj tikvice postigne 
tu temperaturu doda se 5 mL 35-36% HCl. Nakon toga se sadrţaj tikvice drţi toĉno 5 minuta 
na temperaturi 67-70°C uz ĉesto protresivanje. Nakon inverzije sadrţaj tikvice se u ledenoj 
kupelji  brzo ohladi u na 20°C, doda se nekoliko kapi (do 5 kapi) indikatora fenolftaleina i 
neutralizira s 30%-tnom otopinom KOH. Neutralizacija se provodi do pojave ruţiĉaste boje. 
Nakon toga se brzo doda nekoliko kapi octene kiseline do nestanka obojenja. Odmjerna 
tikvica se nadopuni destiliranom vodom do oznake i protrese. Za daljnju analizu uzima se 25 
mL ove invertirane otopine koja se doda u tikvicu od 300 mL (okrugla tikvica s ravnim dnom 
i ubrušenim grlom) u koju je prethodno otpipetirano 25 mL Luff-ove otopine. Tikvicu se brzo 
stavi na tronoţac s azbestnom mreţicom i tikvica se spoji na povratno hladilo. Uz jaki plamen 
zagrijava se do vrenja do kojeg bi trebalo doći u roku 2 minute. Vrenje traje toĉno 10 minuta, 
a zatim ohladi pod mlazom hladne vode. Nakon potpunog hlaĊenja doda se lagano uz 
potresivanje 25 mL 25%-tne otopine H2SO4. Tijekom dodavanja H2SO4 dolazi do oslobaĊanja 
CO2 zbog ĉega se otopina pjeni pa je potrebno polagano dodavati. Zatim se dodaje 10 mL 
30%-tne otopine KI i 2 mL 1%-tne otopine škroba koji sluţi kao indikator (dodatkom H2SO4 
otopina postaje svijetloplava, dodatkom KI ţućkasta, a dodatkom škroba smeĊa). Sadrţaj 
tikvice se titrira sa 0,1 N otopinom natrijevog tiosulfata do promjene boje u svijetlokrem (boja 
puti) koja se treba zadrţati 1 min. Ako se pri titraciji troši manje od 5 mL natrijevog tiosulfata 
znaĉi da treba odabrati veće razrjeĊenje. Za izraĉun je potrebno postupak ponoviti i za slijepu 
probu: otpipetira se  25 mL destilirane vode u okruglu tikvicu s ravnim dnom (300 mL) u koju 
je prethodno otpipetirano 25 mL Luff-ove otopine, a daljnji postupak je isti kao i za uzorak. 
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Raĉun: 
Iz razlike utrošenog volumena (mL) natrijevog tiosulfata za titraciju slijepe probe i uzorka 
pomoću Priloga V oĉita se masa (mg) prisutnog šećera te se koncentracija šećera raĉuna 
prema formuli 1: 
                              Koncentracija šećera (g L-1) = a * 0,16 * 4 * f                                          (1)                                               
a- masa (mg) šećera oĉitana iz Priloga V  
0,16- faktor za preraĉunavanje u g L-1 
f- faktor razrjeĊenja (ako se poĉetni uzorak razrjeĊivao) 
4-dodatni faktor razrjeĊenja (25 mL u 100 mL) 
 
 
3.2.3.2. OdreĎivanje volumnog udjela alkohola metodom po Martin-Dietrichu  
Volumni udio alkohola odreĊivan je u komini groţĊa svakoga dana fermentacije, sve 
do završetka, metodom po Martin-Dietrichu (Kretschmar, 1955). Metoda se temelji na 
oksidaciji alkohola u prisutnosti sulfatne kiseline sa kalijevim bikromatom u octenu kiselinu. 
Oksidacija obiĉno ne ide dalje jer je octena kiselina u tim uvjetima stabilna. Preostali kalijev 
bikromat uz dodatak kalijeva jodida izluĉuje elementarni jod. Elementarni jod se titrira 
natrijevim tiosulfatom, uz škrob kao indikator. 
 
Postupak: 
Alkalnoj vodi (10 mL) doda se uzorak (max. 1 mL, razrijediti uzorak prema potrebi) u 
kojem se odreĊuje alkohol. Spoji se aparatura tako da je most uronjen u otopinu kalijeva 
bikromata (20 mL). Destilacija traje do promjene boje uzorka. Nakon hlaĊenja do sobne 
temperature, uzorku se dodaje kalijev jodid na vrhu špatule i 1 mL otopine škroba, te se 
otopina retitrira natrijevim tiosulfatom do pojave plavozelene boje uzorka. Volumni udio 
alkohola se izraĉunava se prema formuli 2: 
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                        EtOH (%) = 
(     )   
       
                                                 (2) 
 
V1- utrošak natrijevog tiosulfata za slijepu probu 
V2- utrošak natrijevog tiosulfata za uzorak 
f- faktor ( 0,146) 
r- razrjeĊenje 
 
3.2.3.3. Plinska kromatografija 
Metoda plinske kromatografije omogućava detekciju i kvantifikaciju velikog broja 
hlapivih spojeva prisutnih u destilatima i na taj naĉin je omogućena ocjena kvalitete 
analiziranih destilata (López-Vázquez i sur., 2010). 
Plinska kromatografija  je kromatografska analitiĉka tehnika koja ulazi u skupinu 
kolonskih kromatografija, a sluţi za razdvajanje i kvantifikaciju hlapivih komponenata smjese 
(Kolb i Ettre, 2006). 
Sustav za analizu uzoraka plinskom kromatografijom se sastoji od injektora, mobilne 
faze (plin), kolone ispunjene stacionarnom fazom, pećnice, detektora te raĉunalnog sustava za 
obradu podataka. Analiza zapoĉinje kada se injektirani uzorak raspline na vrhu kolone, 
prolazi kroz kolonu ispunjenu stacionarnom fazom nošen mobilnom fazom (Rouessac i 
Rouessac, 2007). 
U koloni se komponente ispitivanog uzorka razdvajaju pomoću selektivne interakcije  
izmeĊu stacionarne i mobilne faze. Razdvajanje u koloni rezultira pojavom serije pikova koji 
se detektiraju na detektoru, a ispisuju se u obliku kromatograma. Razdvojene komponente 
karakterizirane su retencijskim vremenom (Rt) tj. vremenom zadrţavanja, koje je prošlo 
izmeĊu uvoĊenja uzorka do pojave pojedinih pikova. Površina ispod pojedinaĉnih pikova je 
proporcionalna njihovoj koncentraciji (Kolb i Ettre, 2006). 
Analiza prefermentiranih komina zadnjeg dana fermentacije i destilata  provodila se 
plinskom kromatografijom pomoću plinskog kromatografa (GC) s plamenoionizacijskim 
detektorom (FID)-Hewlett-Packard HP 5890 i „headspace“ automatskog uzorkivaĉa (HSS) 
(slika 6) ĉiji uvjeti rada su navedeni u tablicama 7 i 8. 
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Slika 6. Plinski kromatograf (GC) s plamenoionizacijskim detektorom (FID)-Hewlett-Packard 
HP 5890 (vlastita fotografija) 
 
 
Tablica 7. Uvjeti rada HSS-GC 
Temperatura pećnice 80°C 
Vrijeme uravnoteženja 10 min 
Vrijeme injektiranja 0,2 min 
Protok plina nosaĉa 7,85 mL min
-1 
Pritisak u boĉici 7 Psi 
Plin nosaĉ N2 
Volumen uzorka 5 mL 
 
 
Tablica 8. Uvjeti rada plinskog kromatografa 
Temperatura injektora 220°C 
Temperatura detektora 250°C 
Plin nosaĉ N2 
Temperaturni program 38ᵒC, 4 → 170°C, 20°C min
-1
 → 190°C, 40°C min-1, 4 min 
Brzina plina nosaĉa 160 Psi 
„Splitless“ 3 min 
Kolona RTX-624 (J&W): 30 m; i.d. = 0.32 mm; 1.8 μm 
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Priprema uzorka destilata  za analizu  
5 mL destilata se odpipetira u odmjernu tikvicu od 50 mL. Potom se doda destilirane 
vode malo ispod oznake, a nakon toga se  mikropipetom doda interni standard volumena 90,3 
µL i nadopuni destiliranom vodom do oznake.  
U HSS boĉicu otpipetira se 5 mL prethodno pripremljenog uzorka za analizu. Boĉice se 
zatvaraju silikonskim ĉepovima predviĊenim za HSS boĉice te stavljaju na odreĊeno mjesto 
na „headspace“ automatskom uzorkivaĉu. Uzorak se zagrijava na 80ºC kako bi se postiglo 
isparavanje hlapivih komponenti, koje se potom prebacuju u injektor plinskog kromatografa 
gdje se provodi analiza. 
 
Priprema uzoraka prefermentirane komine groţĊa za analizu  
U odmjernu tikvicu od 25 mL odpipetira se 20 mL prefermentirane komine zadnjeg 
dana fermentacije, doda se 45,2 µL internog standarda i nadopuni  destiliranom vodom do 
oznake. Daljnji postupak je isti kao i gore naveden za uzorke destilata. 
 
Kvantifikacija hlapivih spojeva 
Kvantifikacija hlapivih spojeva arome provedena je raĉunalnom analizom podataka 
dobivenih programom HP-chem pomoću metode internog standarda. 
Spojevi su identificirani na temelju poloţaja pika pojedinog spoja na vremenskoj osi 
tj. njihovih retencijskih vremena (Rt). 
Identifikacija i kvantifikacija pojedinaĉnih ispitivanih spojeva provedena je 
usporedbom vremena zadrţavanja razdvojenih spojeva (Rt) s vremenom zadrţavanja 
standarda. Kvantitativne vrijednosti pojedinaĉnih ispitivanih hlapivih spojeva izraĉunate su iz 
jednadţbi baţdarnih pravaca pripadajućih standarda. 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. REZULTATI I RASPRAVA 
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4.1. TIJEK ALKOHOLNE FERMENTACIJE 
 
Alkoholna fermentacija je glavna faza u postupku proizvodnje rakije loze. Pravilno 
voĊenje tog procesa je od izuzetne vaţnosti jer na kvalitetu krajnjeg proizvoda izravan utjecaj 
imaju spojevi sintetizirani tijekom alkoholne fermentacije. Naĉin na koji je moguće pratiti 
tijek tog procesa temelji se na odreĊivanju utroška supstrata i nastanka produkta. Glavni 
supstrat kvascima u tijeku alkoholne fermentacije za proizvodnju alkohola je šećer iz sirovine. 
U groţĊu su najznaĉajniji šećeri heksoze fruktoza i glukoza koje imaju istu molekulsku 
formulu, ali razliĉitu strukturnu formulu, što utjeĉe na njihova fizikalno kemijska svojstva 
(Tronchoni i sur., 2009). S tehnološkog gledišta vrlo je vaţno moći odrediti dinamiku 
potrošnje poĉetne koliĉine supstrata kako bi se moglo predvidjeti vrijeme trajanja alkoholne 
fermentacije odnosno njen završetak. Alkoholna fermentacija je završena kada se potroši sav 
šećer, odnosno kada se koncentracija šećera smanji na koncentraciju ispod 2 g L-1.   
Na koncentraciju alkohola (etanola) koji se sintetizira tijekom alkoholne fermentacije, 
osim udjela šećera u sirovini, ima i temperatura fermentacije. Fermentacija je znatno brţa pri 
višim temperaturama u odnosu na niţe temperature, ali je nedostatak taj da pri višim 
temperaturama dolazi do većeg gubitka etanola zbog isparavanja. TakoĊer, temperatura moţe 
utjecati i na vrstu i koncentraciju sintetiziranih sekundarnih metabolita. 
 Proces fermentacije se moţe voditi spontano uz prirodnu mikrofloru pri ĉemu se on 
odvija sporije zbog nekontroliranih uvjeta te je krajnji produkt te fermentacije promjenjiv 
(Grba, 2010). Suprotno, kako bi se omogućio pravilniji i homogeniji tijek fermentacije ĉesto 
se pribjegava dirigiranoj fermentaciji odnosno inokulaciji selekcioniranim kvascem.  
Cilj ovog dijela rada bio je pratiti tijek alkoholne fermentacije, spontane i dirigirane 
pri dvije razliĉite temperature, 20°C i 30°C te na temelju dobivenih rezultata odrediti koji od 
navedenih ĉimbenika ima znaĉajniji utjecaj na dinamiku odvijanja fermentacije. 
Potrošnja supstrata (šećera) mjerena je metodom po Luff-Schoorlu (Trajković i sur., 1983), 
dok je koncentracija nastalog produkta (alkohola) odreĊivana metodom po Martin-Dietrichu 
(Kretschmar, 1955). Dobiveni rezultati su prikazani na slikama 7-10. 
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Slika 7. Dinamika potrošnje supstrata (šećera) i nastanka produkta (alkohola) kod spontane 
fermentacije pri 20°C 
 
 
 
Slika 8. Dinamika potrošnje supstrata (šećera) i nastanka produkta (alkohola) kod dirigirane 
fermentacije pri 20°C 
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Slika 9. Dinamika potrošnje supstrata (šećera) i nastanka produkta (alkohola) kod spontane 
fermentacije pri 30°C 
 
 
 
Slika 10. Dinamika potrošnje supstrata (šećera) i nastanka produkta (alkohola) kod dirigirane 
fermentacije pri 30°C 
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Jedan od parametara za odreĊivanje napretka alkoholne fermentacije je udio šećera u 
poĉetnoj sirovini. U poĉetnom uzorku dobivenom neposredno nakon muljanja groţĊa 
izmjerena koncentracija šećera u groţĊu za sve ĉetiri fermentacije bila je gotovo jednaka i 
iznosila je 145,2-147,2 g L
-1
 (slike 7-10). Budući da je izmjerena koncentracija šećera u 
sirovini u granicama optimalnih vrijednosti šećera u hranjivim podlogama za uzgoj kvasaca 
(5-15%), nije oĉekivan znaĉajan utjecaj supstrata (šećera) na razliku u brzini odvijanja i 
duljini trajanja izmeĊu fermentacija voĊenih pri razliĉitim uvjetima. Poĉetna koncentracija 
šećera odreĊena u uzorcima korištenim u ovom radu odgovara onim izmjerenim u groţĊu 
sorte Izabela ubrane u ranoj zrelosti (141,2 g L
-1) u istraţivanju Sabir i suradnici (2010). 
Autori su  usporeĊivali pet sorti groţĊa ubranih u odreĊenom stupnju zrelosti (nezrela faza, 
poĉetak zrelosti, rana zrelost i zrela faza). Nešto veća koncentracija šećera u toj sorti u odnosu 
na vrijednosti izmjerene u ovom radu dobivene su za zadnju, zrelu fazu (181,2 g L
-1). TakoĊer 
je veća koncentracija šećera u groţĊu sorte Izabela izmjerena u radu Herrera i Miño (2011), a 
iznosila je 168 g L
-1
. Neki od parametara koji mogu dovesti do razlike u poĉetnom udjelu 
šećera u istoj sorti groţĊa osim faze zrelosti su i vrsta tla te klimatske prilike na podruĉju 
uzgoja groţĊa. 
 Budući da je koncentracija šećera u svim uzorcima bila pribliţno ista, oĉekivano je da 
u ovom sluĉaju na dinamiku odvijanja fermentacije znaĉajan utjecaj imaju temperatura i 
inokulacija selekcioniranim kvascem S. cerevisiae. Metaboliĉka aktivnost kvasca pod 
izravnim je utjecajem temperature voĊenja procesa fermentacije što se ujedno odraţava na 
duljinu trajanja tog procesa (Tronchoni i sur., 2009).  
Upotrebom selekcioniranog kvasca postiţe se brţa fermentacija što je postignuto i u 
ovom radu uzimajući u obzir fermentacije voĊene pri 20°C. U tom sluĉaju spontana 
fermentacija trajala je 7 dana (slika 7) dok je dirigirana fermentacija trajala 5 dana (slika 8). 
Za razliku od fermentacija voĊenih pri niţoj temperaturi, fermentacije voĊene pri višoj 
temperaturi (30°C) trajale su jednako dugo, tri dana (slika 9 i 10). Dobiveni rezultati su u 
skladu s rezultatima Herrera i Miño (2011) koji su takoĊer usporeĊivali spontanu i dirigiranu 
(pomoću kvasca Saccharomyces bayanus) fermentaciju pri ĉemu su obje fermentacije trajale 
jednako dugo (15 dana). Upotreba selekcioniranog kvasca kod više temperature nije došla do 
izraţaja u odnosu na epifitnu mikrofloru korištenog groţĊa, ali je postignuto skraćenje trajanja 
fermentacije u odnosu na fermentacije voĊene pri niţoj temperaturi. Prema tome se moţe 
zakljuĉiti da i mikroorganizmima prirodno prisutnim na groţĊu kao i selekcioniranom kvascu 
S. cerevisiae za brţe provoĊenje fermentacije bolje pogoduje viša temperatura.    
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Utjecaj temperature na brzinu odvijanja fermentacije pratili su Molina i suradnici 
(2007) te su njihovi rezultati pokazali da je fermentacija voĊena pri višim temperaturama 
(28°C) dva puta brţa u odnosu na fermentaciju voĊenu pri niţoj temperaturi (15°C). 
Fermentaciju su provodili uz inokulaciju komercijalnim kvascem S. cerevisiae. Uzimajući u 
obzir rezultate trajanja dirigiranih fermentacija pri razliĉitim temperaturama dobiveni rezultati 
ovog rada su u skladu s rezultatima Molina i suradnika (2007) jer je dirigirana fermentacija 
pri 30°C (slika 10) oko dva puta brţa od dirigirane pri 20°C (slika 8). Kako bi upotreba 
selekcioniranog kvasca dala ţeljene rezultate vrlo je vaţna koliĉina, odrţivost i pravilna 
upotreba inokuluma. Osim toga potrebno je poznavati fiziološke i metaboliĉke karakteristike 
odabranog kvasca te odabrati pravilne uvjete fermentacije za korišteni kvasac (Ciani i sur., 
2010).  
 Dobiveni rezultati pokazuju najsporiju potrošnju šećera kod spontane fermentacije pri 
20°C (slika 7) gdje je do utroška polovice poĉetne koncentracije  šećera došlo tek izmeĊu 
ĉetvrtog i petog dana fermentacije za razliku od spontane fermentacije pri višoj temperaturi 
koja je završila već trećeg dana. Takvi rezultati upućuju na to da je pri niţoj temperaturi 
prirodno prisutnim mikroorganizmima potrebno nešto duţe vrijeme prilagodbe kako bi pri 
poĉeli aktivno djelovati. Isto tako se moţe zakljuĉiti da selekcioniranom kvascu korištenom u 
ovom radu za aktivnije djelovanje pogoduje viša temperatura. 
Prinos produkta odnosno volumni udio alkohola na kraju sve ĉetiri fermentacije je 
pribliţno jednak i iznosio je 7,1-7,4% (slike 7-10) što je oĉekivano s obzirom na pribliţno istu 
koncentraciju supstrata (šećera). Takvi rezultati upućuju na to da su i epifitna mikroflora i 
korišten selekcionirani kvasac pokazali jednako iskorištenje supstrata iz poĉetne sirovine 
neovisno o temperaturi voĊenja procesa. Razlika je vidljiva smo u vremenu potrebnom za 
postizanje pribliţno jednakog prinosa produkta. Kod fermentacija pri višoj temperaturi 
potrebno je znaĉajno kraće vrijeme, tri dana (slika 9 i 10) za razliku od fermentacija voĊenih 
pri 20°C gdje je za to bilo potrebno sedam dana (slika 7) odnosno pet dana (slika 8).  
UsporeĊujući dobivene rezultate za prinos alkohola kod  dirigiranih fermentacija uz 
pomoć S. cerevisiae (slika 8 i 10) vidljiva je razlika u odnosu na rezultate Molina i suradnika 
(2007) gdje su se takoĊer usporeĊivale dvije dirigirane fermentacije pomoću S. cerevisiae  na 
dvije razliĉite temperature. Za obje fermentacije se koristila sirovina s istim poĉetnim udjelom 
šećera (240 g L-1). Rezultati njihova rada su pokazali da je prinos alkohola (etanola) manji 
(13,4%) pri višoj temperaturi (28°C) u odnosu na niţu temperaturu (15°C) gdje je iznosio 
14,8%. Razlog tome je što viša temperatura pogoduje nastanku veće koncentracije glicerola 
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pa je zbog toga zabiljeţena nešto manja koncentracija etanola. TakoĊer, moguće je da pri 
višim temperaturama doĊe do isparavanja odreĊene koliĉine etanola. 
Na temelju usporedbe dobivenih rezultata prikazanih slikama 7-10 moţe se zakljuĉiti 
da je u ovom radu znaĉajni utjecaj na brzinu odvijanja fermentacije imala temperatura, 
fermentacije pri višoj temperaturi završavaju ranije u odnosu na fermentacije pri niţoj 
temperaturi. Primjena selekcioniranog kvasca skraćuje vrijeme trajanja fermentacije pri niţoj 
temperaturi dok pri višoj temperaturi primjena selekcioniranog kvasca nije došla do izraţaja. 
Iskorištenje šećera odnosno volumni udio nastalog produkta pribliţno je jednak pri svim 
primijenjenim uvjetima fermentacija. 
 
 
4.2. IZOLACIJA I IDENTIFIKACIJA EPIFITNE MIKROFLORE GROŽĐA 
 
Poznavanje mikroflore groţĊa od izuzetne je vaţnosti kako bi se od njega dobio 
kvalitetan proizvod (vino, rakija i sl.). Na površini groţĊa moţe se pronaći veliki broj 
mikroorganizama ukljuĉujući plijesni, kvasce, bakterije. Broj tih mikroorganizam ovisi o 
stupnju zrelosti groţĊa i o dostupnosti hranjivih tvari. Na mikrofloru groţĊa veliki utjecaj 
imaju klima, vremenske pogodnosti te oštećenje površine bobice od strane ptica i kukaca 
(Barata i sur., 2012). Kvasci prisutni na površini groţĊa imaju vrlo vaţnu ulogu u kreiranju 
završne arome proizvoda. Tijekom fermentacije metaboliĉka aktivnost kvasca djeluje 
dvojako; proizvodi nove spojeve arome i metabolizira prekursore spojeva aroma prirodno 
prisutnih u groţĊu. Iako je sve veći trend upotreba starter kulture S. cerevisiae u procesu 
voĊenja fermentacija, kako bi se dobio ujednaĉen proizvod, ne smiju se zanemariti ni 
autohtoni kvasci groţĊa (ne-Saccharomyces vrste). Sudjelovanje tih kvasaca u procesu 
fermentacije daje  proizvod sloţenijeg aromatiĉnog sastava (Romano i sur., 2003). Stoga je 
cilj ovog dijela rada bio izolirati i identificirati kvasce prisutne na groţĊu odgovorne za 
voĊenje spontane fermentacije pri niţoj temperaturi (20°C). 
Na osnovu morfoloških razlika, od poraslih kolonija nakon nacjepljivanja uzoraka 
mošta i komine na hranjive podloge, odabrane su razliĉite kolonije (oznaĉene slovima C-O) 
koje su izolirane i identificirane. Kolonije su identificirane proteomiĉki s pomoću ureĊaja 
MALDI-TOF Biotyper. 
Porast mikrorganizama prikazan je slikama 11-13, a rezultati identifikacije dani su u 
tablici 9. 
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Slika 11. Porast mikroorganizama iz uzorka mošta namijenjenog spontanoj fermentaciji na 
20°C, A- WL podloga, B-YPD podloga; uzorci nacijepljeni u volumenu 100 µL i 10-3 
razrjeĊenju 
 
 
 
Slika 12. Porast mikroorganizama na WL podlozi: A- uzorak prvog dana spontane 
fermentacije na 20°C, nacijepljen u volumenu 100 µL i razrjeĊenju 10-4, B- uzorak sedmog 
dana spontane fermentacije na 20°C, nacijepljen u volumenu 10 µL i razrjeĊenju 10-4 
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Slika 13. Porast mikroorganizama na YPD podlozi: A- uzoraka prvog dana spontane 
fermentacije na 20°C, nacijepljen u volumenu 100 µL i razrjeĊenju 10-3, B- uzorak sedmog 
dana spontane fermentacije na 20°C, nacijepljen u volumenu 10  µL i razrjeĊenju 10-4 
 
 
Tablica 9. Rezultati identifikacije s pomoću ureĊaja MALDI-TOF Biotyper  
OZNAKA 
IZOLIRANE 
KOLONIJE 
REZULTATI 
IDENTIFIKACIJE 
C Kloeckera apiculata 
D n.d.* 
E n.d.* 
F Pichia kluyveri 
G n.d.* 
H n.d.* 
I n.d.* 
K Kloeckera apiculata 
L n.d.* 
M n.d.* 
N Kloeckera apiculata 
O Pichia kluyveri 
 *n.d.-nije identificirano 
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Kako kvasci imaju najveći utjecaj na kemijski sastav konaĉnog proizvoda 
fermentacije, vaţno je poznavati vrstu i dinamiku rasta tih kvasaca tijekom procesa 
fermentacije. Na WL podlozi (slika 11 A), selektivnoj podlozi za kvasce vidljiv je porast 
mješovite kulture pri ĉemu dominiraju tamnozelene kolonije (C) za koje je identifikacijom 
potvrĊeno da se radi o kvascu Kloeckera apiculata. Uz ovu vrstu, vidljiv je i porast kremastih 
kolonija (F) koje su identificirane kao kvasac Pichia kluyveri te bijelih kolonija s krunom (D), 
tamnocrvenih (E), svijetlo plave kolonije (G) kao i bijelo-plave kolonije (H) koje nisu 
identificirane.  
Kao i na WL podlozi i na YPD podlozi (slika 11 B) došlo je do porasta mješovite 
kulture s dominacijom bijelih kolonija s vrhom za koje se identifikacijom pokazalo da se radi 
o kvascu Kloeckera apiculata. Time se moţe zakljuĉiti da su tamnozelene kolonije na WL 
podlozi i bijele kolonije s vrhom na YPD podlozi zapravo ista vrsta kvasca. TakoĊer su još 
prisutne kremaste kolonije (F) identificirane kao Pichia kluyveri i ruţiĉaste kolonije (L). Radi 
se o uzorcima 0. dana fermentacije, odnosno uzorka dobivenog nakon usitnjavanja (muljanja) 
groţĊa što upućuje na raznolikost epifitne mikroflore groţĊa. Udio tih mikroorganizama 
znaĉajno ovisi o stupnju zrelosti groţĊa i dostupnosti hranjivih tvari za njihov rast. Kvasac 
Hanseniaspora uvarum (Kloeckera apiculata) identificiran je i u istraţivanju Li i suradnika 
(2010) kod svih analiziranih uzoraka groţĊa neposredno nakon usitnjavanja, ubranih u 
razliĉitim vinogradima. U istraţivanju Combina i suradnika (2005) tijekom proizvodnje triju 
razliĉitih vina spontanom fermentacijom najĉešće pronaĊena ne-Saccharomyces vrsta u 
uzorcima svjeţe usitnjenog groţĊa takoĊer bilo je kvasac Kloeckera apiculata uz 
Metschnikowia pulcherrima, dok je Saccharomyces cerevisiae kod takvih uzoraka pronaĊen u 
jako malom postotku (2%).  
Slika 12 A prikazuje porast mikroorganizama na WL podlozi na koju je nacijepljen 
uzorak komine prvog dana fermentacije gdje su od prisutnih kolonija identificirani Kloeckera 
apiculate i Pichia kluyveri (kremaste kolonije). Na slici 12 B prikazan je porast 
svijetlozelenih kolonija na istoj podlozi, ali iz uzorka zadnjeg dana fermentacije gdje se moţe 
zakljuĉiti da prevladava kvasac iz roda Saccharomyces. Karakteristika rasta kvasca iz tog roda 
na WL podlozi je da iz nje izvlaĉi zeleno bojilo (bromkrezol) i poprima svijetlozelenu boju, a 
podloga postaje prozirna. Najznaĉajnija vrsta kvasca iz roda Saccharomyces u alkoholnoj 
fermentaciji je S. cerevisiae  koji je odgovoran i za njen završetak (Grba, 2010). Stoga se 
moţe zakljuĉiti da je na WL podlozi upravo došlo do porasta kvasca S. cerevisiae te da on 
 37 
 
dominira na kraju fermentacije. Rezultati istraţivanja Combina i suradnika (2005) takoĊer su 
pokazali da je S. cerevisiae dominantan kvasac na kraju fermentacije.  
Slika 13 A prikazuje porast mikroorganizama na YPD podlozi pri ĉemu prevladavaju 
kolonije identificirane kao Kloeckera apiculata uz pojavu ruţiĉastih kolonija i sive plijesni. 
Najĉešći uzroĉnik sive truleţi, a  ujedno i najznaĉajniji predstavnik plijesni na groţĊu je 
Botritys cinerera. Do pojave takve plijesni na groţĊu ĉesto dolazi uslijed jakih oborina prije i 
tijekom berbe, a kao posljedica se moţe javiti negativan utjecaj na organoleptiĉka svojstva 
vina (Barata i sur., 2012). U istraţivanju La Guerche i suradnika (2006) takoĊer je izolirana B. 
cinerera koja je bila odgovorna za sintezu spojeva koji uzrokuju nepoţeljan („off“) miris 
mošta.  
Slika 13 B prikazuje porast kolonija na YPD podlozi nacijepljenih iz uzorka zadnjeg 
dana fermentacije gdje se moţe vidjeti porast bijelih kolonija identificiranih kao Kloeckera 
apiculata. Veća koncentracija etanola inibira rast kvasca Kloeckera apiculata pa se njegova 
prisutnost u zadnjoj fazi fermentacije oĉekuje u manjoj mjeri u odnosu na S. cerevisiae. 
Bezerra-Bussoli i suradnici (2013) koji su proveli istraţivanje spontane fermentacije tri 
razliĉite sorte groţĊa. Za istu sortu groţĊa kao i u ovom radu (Izabela) dobili su rezultate da u 
poĉetnoj fazi fermentacije prevladavaju kvasci H. uvarum (Kloeckera apiculata) i Pichia 
kluyveri  dok u srednjoj  i završnoj fazi prevladavaju H. uvarum (Kloeckera apiculata)  i S. 
cerevisiae pri ĉemu je S. cerevisiae u zadnjoj fazi fermentacije prisutan u znaĉajno većem 
postotku u odnosu na  H. uvarum (Kloeckera apiculata).  
Nakon provedene identifikacije, od 12 morfološki razliĉitih izoliranih kolonija koje su 
ĉinile mješovitu kulturu identificirano je samo pet (tablica 9). U dva sluĉaja potvrĊen je 
kvasac Pichia kluyveri dok je u druga tri identifikacijom utvrĊeno da se radi o kvascu 
Kloeckera apiculata. Moţe se zakljuĉiti da odabrana metoda nije pogodna za identifikaciju 
kvasaca koji se koriste u prehrambenoj industriji. Naime, identifikacija se zasniva na 
usporedbi proteoma nepoznatog mikroorganizma s proteomima mikroorganizama dostupnim 
u bazi podataka. MeĊutim, baza podataka bogata je mikroorganizmima koji ĉine mikrofloru 
ĉovjeka, znaĉajnu s medicinskog stajališta, dok su mikroorganizmi prehrambeno-
poljoprivredne industrije manje zastupljeni. Stoga je veći broj izoliranih kolonija ostao 
neidentificiran. 
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4.3. ODREĐIVANJE HLAPIVIH SPOJEVA PRISUTNIH U PREFERMENTIRANIM 
KOMINAMA I U DESTILATIMA  
 
Kontrola kvalitete jakih alkoholnih pića i alkoholnih pića izrazito je vaţna zbog 
njihova utjecaja na zdravlje potrošaĉa, posebno zbog toksiĉnog djelovanja odreĊenih spojeva 
kao što je metanol. Kemijski spojevi koji tvore njihovu aromu u prosjeĉnim koncentracijama 
imaju pozitivan uĉinak, dok u povišenim koncentracijama zbog prodornog mirisa mogu imati 
negativan utjecaj.  
Kako bi se proizvela što kvalitetnija i aromatiĉnija rakija, osim kvalitete poĉetne 
sirovine, izrazito je vaţna i kvaliteta prefermentirane komine koja se destilira. Destilacija 
slijedi nakon fermentacije, a o usklaĊenosti tih dvaju procesa ovisit će i kvaliteta destilata 
(Banić, 2006). Vaţno je da se nakon završene fermentacije pa sve do destilacije u komini 
zadrţi što više nastalih spojeva arome. Kako bi se odredila koncentracija spojeva arome 
nastalih tijekom fermentacije i destilacije potrebno je provesti analizu destilata i 
prefermentirane komine. Kemijska analiza spojeva arome daje podatke o kvaliteti dobivenog 
proizvoda te se na temelju tih podataka mogu poboljšati odreĊeni postupci u proizvodnji koji 
će osigurati ujednaĉenu kvalitetu proizvoda.   
 U zadnjem dijelu ovog rada cilj je bio analizirati hlapive spojeve u prefermentiranim 
kominama i proizvedenim destilatima te na temelju dobivenih rezultata odrediti razliku u 
njihovoj kvaliteti s obzirom na razliĉite uvjete voĊenja fermentacija, a uz to utvrditi da li je 
primijenjena metoda destilacije u šarţnom laboratorijskom kotlu dala dobro razdvojene 
tokove.     
Analiza hlapivih spojeva prisutnih u prefermentiranim kominama i dobivenim 
destilatima provodila se na plinskom kromatografu (GC) s plamenoionizacijskim detektorom 
(FID)-Hewlett-Packard HP 5890. Kvantifikacija hlapivih spojeva arome provedena je 
raĉunalnom analizom podataka dobivenih programom HP-chem pomoću metode internog 
standarda. 
 Uzorci su analizirani u dvije paralele te je nakon toga izraĉunata srednja vrijednost i 
provedena statistiĉka obrada podataka. Rezultati koncentracija hlapivih spojeva prisutni u 
prefermentiranim kominama i destilatima prikazani su na slikama 14-31. 
U radu su korištena trivijalna imena analiziranih hlapivih spojeva arome zbog ĉešće 
upotrebe tih naziva u literaturi, a njihovi nazivi prema  IUPAC nomenklaturi navedeni su u 
tablici 10. 
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Tablica 10.  Popis trivijalnih imena analiziranih hlapivih spojeva arome, njihova pripadajuća 
IUPAC nomenklatura i pripadajući miris pojedinih spojeva 
 
Trivijalno ime 
 
IUPAC nomenklatura 
Miris 
(Christoph i Bauer-
Christoph, 2007) 
Acetaldehid Etanal opor miris 
Diacetil 2,3-butandion miris na maslac 
Metanol Metanol alkoholni miris 
Propanol Propan-1-ol alkoholni miris 
Izobutanol 2-metilpropan-1-ol alkoholni miris 
Izoamil alkohol 3-metil-1-butanol sladni miris 
1-heksanol Heksan-1-ol alkoholni miris 
Feniletanol 2-feniletanol miris na ruţu 
Etil acetat Etil acetat miris na aceton 
Izoamil acetat 3-metilbut-1-il acetat - 
2-feniletil acetat 2-feniletil acetat miris na ruţu, na med, 
voćni 
Dietil sukcinat Dietil ester butandionske 
kiseline 
- 
Etil laktat etil-2-hidroksipropanoat - 
Etil heksanoat Etil heksanoat miris na jabuku, bananu 
Etil oktanoat Etil oktanoat miris na ananas, krušku 
Etil dekanoat Etil dekanoat cvjetni miris 
 
 
4.3.1. Hlapivi spojevi prisutni u prefermentiranim kominama groţĊa  
 
 U procesu alkoholne fermentacije dolazi do sinteze brojnih hlapivih spojeva kao što 
su viši alkoholi, esteri te karbonilni spojevi koji sudjeluju u formiranju ukupne arome rakije. 
Bez dobro voĊene alkoholne fermentacije nema niti kvalitetnog destilata (Banić, 2006). 
Dobiveni rezultati analize hlapivih spojeva arome prisutnih u spontano i dirigirano 
prefermentiranim kominama groţĊa pri razliĉitim temperaturama prikazani su na slikama 14 i 
15. Na temelju tih podataka moguće je procijeniti koja od ĉetiri tipa razliĉitih 
prefermentiranih komina će dati kvalitetniju rakiju. 
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Slika 14. Usporedba koncentracija prve skupine analiziranih spojeva arome u:  A- spontano i  
B- dirigirano prefermentiranim kominama pri razliĉitim temperaturama fermentacije 
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Slika 15. Usporedba koncentracija druge skupine analiziranih spojeva arome u: A- spontano i 
B- dirigirano prefermentiranim kominama pri razliĉitim temperaturama fermentacije 
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4.3.1.1. Alkoholi 
a) Metanol 
Metanol nastaje djelovanjem enzima pektinmetilesteraze te nema nikakav utjecaj na 
senzorska svojstva konaĉnog proizvoda fermentacije niti stupa u reakciju s drugim spojevima 
koji se u njemu nalaze (Grba, 2010). Iz priloţenih rezultata (slika 14 A) moţe se vidjeti da je 
u spontano prefermentiranoj komini pri 30°C izmjerena najviša koncentracija metanola (116,1 
mg L
-1), dok su pri niţoj temperaturi (slika 14 A) i dirigiranoj fermentaciji (slika 14 B) 
vrijednosti metanola bile niţe (85,6-98,5 mg L-1). Iacumin i suradnici (2012) su veću 
koncentraciju metanola zabiljeţili i kod spontane i kod dirigirane fermentacije komine groţĊa 
pri višoj temperaturi (36°C) u odnosu na niţu temperaturu (15°C), a razlog tome moţe biti to 
što je maksimalna aktivnost pektolitiĉih enzima izraţena pri temperaturama 35°C-50°C dok je 
pri niţim temperaturama ta aktivnost manje izraţena. Iacumin i suradnici (2012) navode da je 
za proizvodnju kvalitetnije rakije s manjim udjelom metanola pogodnije fermentaciju voditi 
pri niţim temperaturama neovisno radi li se o spontanom ili dirigiranom voĊenju 
fermentacije. 
 
b) Viši alkoholi 
 Viši alkoholi su produkti alkoholne fermentacije, a sintetiziraju ih kvasci izravno iz 
šećera ili aminokiselina (Tsakiris i sur, 2014). UsporeĊujući koncentracije viših alkohola: 
izoamil alkohola, propanola te izobutanola, veće koncentracije su zabiljeţene kod dirigirano 
prefermentiranih komina (slika 14 B), neovisno o temperaturi. To je posebice vidljivo kod 
propanola i izobutanola gdje su koncentracije pri dirigiranoj fermentaciji iznosile 67,1-75,2 
mg L
-1
 za propanol te 31,9-38,3 mg L
-1
 za izobutanol, dok su pri spontanoj fermentaciji 
iznosile svega 22,6-33,6 mg L
-1
 za propanol te 23,1-28,9 mg L
-1 
za izobutanol. Romano i 
suradnici (2003) istraţivali su utjecaj pojedine vrste kvasaca na formiranje spojeva koji 
doprinose ukupnoj aromi vina te su njihovi rezultati pokazali da se više izoamil alkohola 
sintetizira kada se fermentacija vodi pomoću kvasca S. cerevisiae što odgovara rezultatima 
ovog eksperimenta jer je veća koncentracija tog spoja nastala upravo kod fermentacija 
voĊenih uz dodatak kvasca S.cerevisiae.  
Iznimka je feniletanol ĉija je koncentracija bila znaĉajno viša u spontano 
prefermentiranim kominama (slika 14 A) u odnosu na dirigirano prefermentirane komine 
(slika 14 B). Pri ĉemu je najviša koncentracija analiziranog spoja izmjerena kod spontano 
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prefermentirane komine pri 30°C (47,3 mg L-1), a najniţa kod dirigirano prefermentirane 
komine pri 30°C (5,2 mg L-1). 
Koncentracije 1-heksanola su podjednake u spontano prefermentiranim kominama 
(slika 15 A) i dirigirano prefermentiranoj komini pri niţoj temperaturi (slika 15 B) dok je 
nešto manja koncentracija tog spoja zabiljeţena kod dirigirano prefermentirane komine (slika 
15 B) pri 30°C. Na koncentraciju ovog spoja u komini utjeĉu postupci koji slijede prije same 
fermentacije (berba, gnjeĉenje, usitnjavanje groţĊa) (Oliveira i sur., 2006).  
 
4.3.1.2. Esteri 
Općenito, najznaĉajniji esteri koji doprinose aromi fermentiranih i destiliranih pića su 
etil acetat te acetatni esteri viših alkohola i etil esteri viših masnih kiselina. 
 
 a) Etil acetat te acetatni esteri viših alkohola 
Esteri imaju vrlo znaĉajan utjecaj na aromatiĉna svojstva vina odnosno krajnji 
proizvod alkoholne fermentacije. Jedan od glavnih predstavnika estera je acetatni ester, etil 
acetat, koji u većoj mjeri nastaje djelovanjem aerobnih bakterija octene kiseline (Tsakiris i 
sur., 2014). UsporeĊujući koncentracije etil acetata prikazane slikom 14 A i B vidljivo je da je 
veća koncentracija ovog spoja prisutna u spontano prefermentiranim kominama u odnosu na 
dirigirano prefermentirane komine. Jedan od razloga veće koliĉine ovog spoja kod spontano 
prefermentirane komine je prisutnost kvasca Kloeckera apiculata koji je identificiran kao 
prirodno prisutan na korištenoj sorti groţĊa. On pokazuje sposobnost za formiranje visokih 
koncentracija etil acetata (Plata i sur., 2003). Veću koncentraciju ovog spoja kod fermentacija 
voĊenih spontano u odnosu na one voĊene uz dodatak kvasca S. cerevisiae  zabiljeţili su 
Regidon Mateos i suradnici (2006). TakoĊer se moţe uoĉiti da je veća koncentracija tog spoja 
nastala pri niţoj temperaturi fermentacije u odnosu na višu temperaturu. Dobiveni rezultati 
odgovaraju rezultatima Molina i suradnika (2007) koji su takoĊer dobili veće koncentracije 
etil acetata pri niţoj (15°C) ispitivanoj temperaturi u odnosu na višu (28°C) temperaturu.  
Na slici 15 A i B moţe se uoĉiti da su koncentracije nastalih acetatnih estera viših 
alkohola 2-feniletil acetata i izoamil acetata znaĉajno niţe (<0,6 mg L-1) kod prefermentiranih 
komina obje vrste fermentacija i pri obje temperature u odnosu na etil acetat ĉije su 
koncentracije u rasponu 57,2 - 117,8 mg L
-1 
(slika 14 A i B).  
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b) Etil laktat i  etil esteri viših masnih kiselina 
 Etil laktat u većim koncentracijama nastaje tijekom malolaktiĉne fermentacije 
djelovanjem bakterija mlijeĉne kiseline (Louw i Lambreschts, 2012). Kako na aktivnost 
bakterija mlijeĉne kiseline (BMK) utjeĉu razliĉiti parametri (temperatura, pH, koncentracije 
etanola, koncentracija hranjivih tvari kao što je jabuĉna kiselina) tako je moguće u 
prefermentiranim kominama iste sorte groţĊa pronaći navedeni spoj u širokom rasponu. 
Najveća koncentracija etil laktata zabiljeţena je kod spontano prefermentirane komine pri 
30°C, a iznosila je 10,9 mg L-1 (slika 15 A) kao rezultat metaboliĉke aktivnosti BMK koje su 
bile prisutne kod spontane fermentacije i kojima pogoduje viša temperatura fermentacije. Kod 
dirigirano i spontano prefermentiranih komina pri 20°C koncentracije nastalog etil laktata su 
bile niţe zbog slabije metaboliĉke aktivnosti BMK pri niţim temperaturama, dok kod 
dirigirano prefermentirane komine pri 30°C nije zabiljeţena prisutnost tog spoja (slika 15 B).  
Od poţeljnih etil estera viših masnih kiselina odreĊivani su etil heksanoat, etil 
oktanoat i etil dekanoat. Oni su, za razliku od dosada navedenih spojeva (viših alkohola, 
metanola, etil acetata..), prisutni u znatno manjim koncentracijama. Tako je etil dekanoat kod 
svih analiziranih prefermentiranih komina prisutan u koncentracijama <0,1 mg L
-1
 (slika 15 A 
i B). Izmjerene koncentracije etil oktanoata bile su <0,7 mg L
-1
, a etil heksanoata <0,4 mg L
-1 
(slike 15 A i B). Razlog niske koncentracije navedenih estera viših masnih kiselina u 
kominama zadnjeg dana fermentacije moţe biti to što se oni sintetiziraju u poĉetnoj fazi 
alkoholne fermentacije (Molina i sur., 2007). 
 
4.3.1.3. Karbonilni spojevi 
a) Acetaldehid 
Acetaldehid je spoj ĉiji nastanak je uvjetovan aktivnošću enzima piruvat 
dekarboksilaze tijekom fermentacije. Poţeljan je samo u niţim koncentracijama jer više 
koncentracije ovog spoja imaju negativan utjecaj na aromu proizvoda fermentacije (Grba, 
2010). Najveća koncentracija acetaldehida izmjerena je kod dirigirano prefermentirane 
komine pri 30°C (slika 15 B) i iznosila je 4,1 mg L-1 dok je u ostale tri prefermentirane 
komine koncentracija analiziranog spoja bila nešto manja (<1,3 mg L-1). Dobiveni rezultati 
odgovaraju rezultatima Romano i suradnika (1994) gdje je takoĊer zabiljeţen porast 
koncentracije acetaldehida pri najvišoj temperaturi (30°C) tijekom praćenja dirigiranih 
fermentacija uz kvasac S. cerevisiae  pri razliĉitim temperaturama. Autori navode da razlog 
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tome moţe biti inaktivacija alkohol dehidrogenaze pri povišenoj temperaturi, nema redukcije 
acetaldehida u etanol te  dolazi do akumulacije acetaldehida. 
 
b) Diacetil 
Diacetil nije stabilan produkt malolaktiĉne fermentacije već se lako reducira u 2,3-
butandiol, a njegova konaĉna koncentracija ovisi upravo o odnosu stvorenog i reduciranog 
diacetila. Vaţan je aromatiĉni spoj, ali njegov utjecaj na aromu uvelike ovisi o njegovoj 
koncentraciji (Grba, 2010). Na slici 15 A vidljivo je da je koncentracija diacetila veća kod 
spontano prefermentiranih komina u odnosu na dirigirano prefermentirane komine (slika 15 
B), posebice pri višoj temperaturi. Malolaktiĉna fermentacija najĉešće nastupa spontano i 
nekontrolirano te to moţe biti razlog povećanoj koncentraciji diacetila upravo kod spontano 
prefermentiranih komina. 
 
4.3.2. Hlapivi spojevi prisutni u destilatima  
 
Hlapivi spojevi arome mogu se podijeliti na one podloţne kemijskim promjenama 
tijekom destilacije i one koji tim promjenama nisu podloţni, odnosno na spojeve ĉija se 
koncentracija mijenja tijekom destilacije i spojeve kojima koncentracija ostaje nepromijenjena 
(Nikiĉević i Tešević, 2010). Na kraju destilacije dobiveni destilati sadrţe veliki broj razliĉitih 
spojeva, a ovisno o naĉinu voĊenja destilacije i o pravilnom prekidanju pojedinog toka, 
koncentracija tih spojeva se mijenja. Primijenjenom analitiĉkom metodom analize hlapivih 
spojeva odreĊivano je 16 najznaĉajnijih spojeva koji sudjeluju u formiranju sekundarne arome 
destilata, odnosno potjeĉu od alkoholne fermentacije te njome nije bilo moguće odrediti 
spojeve koji pridonose formiranju sortne arome rakije. Analizom prefermentiranih komina 
ukupno gledano veće koncentracije poţeljnih hlapivih spojeva arome nastale su kod 
dirigiranih fermentacija. Stoga se oĉekivalo da će i rakije tih prefermentiranih komina biti 
aromatiĉnije. U daljnjem tijeku rada prikazane su koncentracije osnovnih hlapivih spojeva 
izmjerenih u pojedinim tokovima i frakcijama destilata dobivenih iz prefermentiranih komina. 
Rezultati su prikazani na slikama 16-31. 
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4.3.2.1. Alkoholi 
 
a) Metanol 
 
 
Slika 16. Usporedba koncentracija metanola u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova 
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri 
razliĉitim temperaturama fermentacije 
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Metanol je redoviti sastojak voćnih rakija. Njegova koncentracija u rakijama mora se 
paţljivo nadzirati (Silva i Malcata, 1999) te je on jedan od najĉešće odreĊivanih parametara 
pri provjeri kvalitete rakije. Za razliku od ostalih analiziranih hlapivih spojeva, koji su više 
odnosno manje prisutni u poĉetnim ili krajnjim frakcijama destilata kod metanola to nije 
uoĉeno. On je podjednako zastupljen u svim frakcijama destilata (slika 16 A i B). U srednjem, 
glavnom toku destilata nešto više koncentracije ovog spoja prisutne su kod destilata 
prefermentiranih komina pri niţoj temperaturi, neovisno radi li se o spontanoj ili dirigiranoj 
fermentaciji. Vukosavljević i suradnici (2015) su takoĊer zabiljeţili nešto veću koncentraciju 
metanola (1,65 g L
-1 
a.a.) kod loze dobivene destilacijom prefermentirane komine pri 20°C u 
odnosu na lozu prefermentirane komine pri 30°C (1,40 g L-1 a.a.). Koncentracija metanola 
uvelike ovisi o sastavu polazne sirovine, odnosno o koliĉini pektina. U istraţivanju Kostik i 
suradnika (2013) koji su usporeĊivali uzorke tri vrste rakija od groţĊa i šljiva, najveća 
koncentracija tog spoja zabiljeţena je u šljivovici, nešto manja u komovici i lozi, a najmanja u 
vinjaku.  
Izmjerene koncentracije metanola u svim frakcijama srednjeg toka koje ĉine  proizvod 
za konzumaciju odgovaraju dozvoljenoj koncentraciji tog spoja u lozi danoj pravilnikom o 
jakim alkoholnim pićima (NN 61/09). Ona iznosi 320-1600 mg L-1 raĉunato na 40% vol. 
alkohola dok se u ovom radu metanol u frakcijama srednjeg toka nalazi u rasponu 447,5-
661,1 mg L
-1. Sve ĉetiri proizvedene rakije su sigurne za konzumaciju te nema opasnosti od 
štetnog utjecaja metanola na zdravlje. 
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 b) viši alkoholi 
 
Propanol 
 
 
 
 
Slika 17. Usporedba koncentracija propanola u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova 
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri 
razliĉitim temperaturama fermentacije 
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Propanol ulazi u skupinu alifatskih alkohola, a njegova koncentracija u destilatima 
ponajviše ovisi o primijenjenom postupku razdvajanja tokova destilata (Christoph i Bauer-
Christoph, 2007). Propanol je u destilatima nositelj oštrog, ali ugodnog mirisa (Nikiĉević i 
Tešević, 2010). Na slici 17 B moţe se vidjeti da je znaĉajno veća koncentracija propanola 
prisutna u destilatima dirigirano prefermentiranih komina u odnosu na destilate spontano 
prefermentiranih komina (slika 17 A), neovisno o temperaturi. Koncentracija propanola 
postepeno se smanjuje prema kraju destilacije (slika 17 A i B) što je u skladu s rezultatima 
Lukić i suradnika (2011a) dobivenim u komovici dirigirano prefermentirane komine groţĊa 
sorte Muškat ruţa poreĉki gdje je najveća koncentracija ovog spoja izmjerena u prvom toku 
destilata (461,97 mg L
-1 
a.a.), a najmanja u zadnjem (281,93 mg L
-1
 a.a.).  Prema Christoph i 
Bauer-Christoph (2007) prosjeĉna koncentracija propanola u voćnim rakijama je 40-800 mg 
L
-1
. Dobivene koncentracije ovog spoja u srednjem toku destilata, odnosno u proizvodu 
namijenjenom za konzumaciju, odgovaraju prosjeĉnoj koncentraciji tog spoja u voćnim 
rakijama. One se u sluĉaju destilata srednjeg toka dirigirano prefermentiranih komina kreću se 
u rasponu 224,5-535,3 mg L
-1
, dok su kod destilata spontano prefermentiranih komina u 
rasponu od 99,2-236,6 mg L
-1
.  
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Izobutanol  
 
 
Slika 18. Usporedba koncentracija izobutanola u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova 
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri 
razliĉitim temperaturama fermentacije 
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Izoamil alkohol 
 
 
Slika 19. Usporedba koncentracija izoamil alkohola u pojedinim frakcijama triju glavnih 
tokova destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine 
pri razliĉitim temperaturama fermentacije 
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Uz propanol u rakiji su znaĉajni i viši alkoholi izobutanol te izoamil alkohol koji 
upotpunjuju destilat. Voćnim rakijama daju karakteristiĉan alkoholni miris (Christoph i 
Bauer-Christoph, 2007). Veća koncentracija oba spoja prisutna je u destilatima dirigirano 
prefermentirane komine (slika 18 B i 19 B), u odnosu na destilate spontano prefermentiranih 
komina (slika 18 A i 19 A).   
U sluĉaju izobutanola, kod destilata spontano prefermentirane komine (slika 18 A) veća 
koncentracija tog spoja izmjerena je u destilatima spontano prefermentirane komine pri 20°C 
što je u suprotnosti sa rezultatima Vukosavljević i suradnika (2015). U njihovom radu veća 
koncentracija izobutanola zabiljeţena je u lozi spontano prefermentirane komine pri 30°C 
(628,89 mg L
-1 
a.a.) u odnosu na lozu spontano prefermentirane komine pri 20°C (453,31 mg 
L
-1 
a.a.). Autori Christoph i Bauer-Christoph (2007) navode da prosjeĉna koncentracija 
izobutanola u voćnim rakijama iznosi 4-400 mg L-1što je u skladu s rezultatima postignutim u 
ovom radu. Koncentracije izobutanola u srednjem toku iznosile su 53,1-428,2 mg L
-1
. Kako 
sve tri frakcije srednjeg toka mogu smatrati konaĉnim proizvodom njihovim spajanjem 
prosjeĉna koncentracija za sve destilate bila bi u granicama oĉekivanih vrijednosti. Rezultati 
upućuju da se veće koncentracije ovog spoja izdvajaju u prvom toku ĉime je upravo 
omogućeno postizanje oĉekivanih vrijednosti izobutanola u srednjem, najkvalitetnijem toku. 
UsporeĊujući meĊusobno koncentracije izoamil alkohola kod destilata spontano 
prefermentiranih komina (slika 19 A), veće koncentracije zabiljeţene su pri niţoj temperaturi. 
Takav trend je konstantan tijekom cijele destilacije, dok se isto ne moţe reći za destilate 
dirigiranih fermentacija. Kod njih taj odnos varira tijekom destilacije. U srednjem toku 
destilata nešto veće koncentracije ovog spoja izmjerene su kod destilata dirigirano 
prefermentiranih komina. Zajedniĉko svim destilatima je smanjenje koncentracije  izoamil 
alkohola tijekom destilacije što su zabiljeţili i Lukić i suradnici (2011a) u destilatima 
komovice dirigirano prefermentirane komine groţĊa Muškat ruţa poreĉki. Kao i u sluĉaju 
rezultata dobivenih u ovom radu i u njihovom istraţivanju najveća koncentracija ispitivanog 
spoja prisutna je u prvom toku destilata. 
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Feniletanol 
 
 
 
Slika 20. Usporedba koncentracija feniletanola u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova 
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri 
razliĉitim temperaturama fermentacije 
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Feniletanol je spoj koji nastaje metabolizmom kvasca Saccharomyces cerevisiae. 
Nositelj je karakteristiĉnog mirisa na ruţu, a njegova prosjeĉna koncentracija u voćnim 
rakijama iznosi 4-35 mg L
-1
 (Christoph i Bauer-Christoph, 2007). Najviše koncentracije ovog 
spoja izmjerene su u srednjem toku destilata dirigirano prefermentirane komine pri  20°C i 
iznosile su 73,9 i 79,2 mg L
-1
 dok su u ostalim destilatima srednjeg toka koncentracije 
feniletanola bile znaĉajno niţe (<40 mg L-1). Gerogiannaki‐Christopoulou i suradnici (2006) 
su u destilatima srednjeg toka komovice spontano prefermentirane komine izmjerili nešto niţe 
koncentracije ovog spoja (<10 mg L
-1
). TakoĊer se moţe uoĉiti (slika 20 A i B) prisutnost 
ovog spoja tijekom cijele destilacije. Koncentracija i prisutnost ovog spoja u destilatima ovisi 
o primijenjenoj tehnici razdvajanja destilata (Christoph i  Bauer-Christoph, 2007). Za razliku 
od rezultata dobivenih u ovom radu Lukić i suradnici (2011a) te Apostolopoulou i suradnici 
(2005) u svojim radovima zabiljeţili su porast koncentracije ovog spoja u destilatima 
komovice prema kraju destilacije.  
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1-heksanol  
 
 
 
 
Slika 21 . Usporedba koncentracija 1-heksanola u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova 
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri 
razliĉitim temperaturama fermentacije 
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1-heksanol je alkohol iz skupine C6 alkohola za kojeg se smatra da ima pozitivan 
utjecaj na aromu rakije kada je prisutan u koncentraciji do 20 mg L
-1 
(Apostolopoulou i sur., 
2005). Iz prikazanih rezultata (slika 21 A i B) vidljivo je da su koncentracije ovog spoja nešto 
više u destilatima prefermentiranih komina pri 20°C u odnosu na 30°C, neovisno radi li se o 
spontanim ili dirigiranim fermentacijama. TakoĊer se moţe uoĉiti da se primijenjenom 
tehnikom destilacije ovaj spoj u najvećoj koncentraciji izdvojio u prvom toku destilata. Nakon 
presijecanja prvog toka, u drugom toku koncentracija ovog spoja znaĉajno se smanjila dok ga 
u trećem toku nema niti u jednom analiziranom destilatu. U prvoj frakciji srednjeg, 
najkvalitetnijeg toka još uvijek je prisutan u nešto malo većim koncentracijama od 20 mg L-1, 
osim kod spontane fermentacije na 30°C gdje njegova koncentracija iznosila 18,8 mg L-1. U 
druge dvije frakcije toga toka zabiljeţena je znaĉajno manja koncentracija (<15 mg L-1). 
MeĊutim, kako sve se tri frakcije srednjeg toka mogu smatrati konaĉnim proizvodom, nakon 
njihovog spajanja, prosjeĉna koncentracija ovog spoja bila bi u okviru oĉekivanih 
koncentracija. Koliĉina ovog spoja vezana je uz sirovinu koja se koristi za destilaciju. Upravo 
zbog toga moţe doći do razlike u koncentraciji ovog spoja ovisno o korištenim sortama 
groţĊa pri proizvodnji rakije. Veća koncentracija tog spoja zabiljeţena je u komovici sorte 
groţĊa Malvazija istarska (59,75 mg L-1) u odnosu na komovicu sorte groţĊa Cabernet 
Sauvignon (19,57 mg L
-1) (Lukić i sur., 2011b). 
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4.3.2.2. Esteri 
 
a) Etil acetat 
 
 
 
 
 
Slika 22. Usporedba koncentracija etil acetata u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova 
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri 
razliĉitim temperaturama fermentacije 
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Etil acetat je spoj koji prisutan u visokoj koncentraciji ima karakteristiĉan miris koji 
podsjeća na ljepilo ili aceton (Christoph i  Bauer-Christoph, 2007) dok u niţim 
koncentracijama pridonosi aromi jakih alkoholnih pića. Iz prikazanih rezultata na slici 22 A i 
B vidljivo je da je veća koncentracija etil acetata prisutna u destilatima spontano 
prefermentiranih u odnosu na destilate dirigirano prefermentiranih komina što je i oĉekivano s 
obzirom na rezultate dobivene analizom prefermentiranih komina zadnjeg dana fermentacije 
budući da je koncentracija etila acetata bila veća kod spontano prefermentiranih komina. 
Kostik i suradnici (2013) navode da je koncentracija etil acetat u rakiji lozi 99,2-992,4 mg L
-1
 
što odgovara dobivenim rezultatima u ovom radu uzimajući u obzir destilate srednjeg toka 
koji zapravo ĉine proizvod namijenjen konzumaciji. Prosjeĉna vrijednost ovog spoja nakon 
njihova spajanja bila bi unutar navedenih vrijednosti. Primijenjena tehnika destilacije 
omogućila je dobro izdvajanje ovog spoja. Koncentriran u najvećoj mjeri u prvom toku. Kod 
destilata drugog, srednjeg toka, uoĉeno je znaĉajno smanjenje koncentracije tog spoja te se 
ona nalazi unutar prosjeĉne koncentracije oĉekivane za voćne rakije. Prikazani rezultati na 
slici 22 A i B su u skladu s rezultatima Lukić i suradnika (2011a) kod kojih je takoĊer najveća 
koncentracija etil acetata zabiljeţena u prvom toku destilata komovice dirigirano 
prefermentirane komine groţĊa (2574,21 mg L-1 a.a.) te se koncentracija tog spoja takoĊer 
smanjiva tijekom destilacije.  
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b) Izoamil acetat  
 
 
 
Slika 23. Usporedba koncentracija izoamil acetata u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova 
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri 
razliĉitim temperaturama fermentacije 
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c) 2-feniletil acetat 
 
 
 
 
Slika 24. Usporedba koncentracija 2-feniletil acetata u pojedinim frakcijama triju glavnih 
tokova destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine 
pri razliĉitim temperaturama fermentacije 
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Izrazito bitni esteri u formiranju voćne arome rakije su izoamil acetat te 2-feniletil 
acetat (Christoph i  Bauer-Christoph, 2007). Iz prikazanih rezultata vidljivo je da nema 
znaĉajne razlike  u koncentraciji  izoamil acetata u destilatima spontano prefermentiranih 
komina (slika 23 A) i destilata dirigirano prefermentiranih komina (slika 23 B). Razlika je 
vidljiva izmeĊu destilata spontano prefermentiranih komina gdje je nešto veća koncentracija 
ovog spoja izmjerena kod destilata prefermentirane komine pri niţoj temperaturi. Zbog niske 
toĉke vrelišta ovaj spoj izlazi u prvom toku destilacije što je vidljivo iz prikazanih rezultata 
(slika 23 A i B). U drugom toku došlo je do znaĉajnog smanjenja koncentracije ovog spoja 
kod svih analiziranih destilata. Dobiveni rezultati su u skladu s rezultatima dobivenim u 
komovici dirigirano prefrementirane komine groţĊa Muškat ruţa poreĉki (Lukić i sur., 2011a) 
gdje je takoĊer najveća koncentracija tog spoja izdvojena s prvim tokom.  
U sluĉaju prikazanih rezultata za analizirani acetatni ester 2-feniletil acetat moţe se 
uoĉiti znaĉajna razlika izmeĊu destilata spontano prefermentirane komine na 30°C  u odnosu 
na destilate ostalih fermentacija (slika 24 A i B). U srednjem toku tih destilata izmjerene 
koncentracije 2-feniletil acetata nalaze se u rasponu od 9,6-97,5 mg L
-1
 dok su kod destilata 
spontano prefermentirane komine pri 20°C i dirigirano prefermentiranih komina pri obje 
temperature koncentracije tog spoja bile 6,6-35,7 mg L
-1
. Autori Christoph i  Bauer-Christoph 
(2007) navode da je prosjeĉna koncentracija ovog spoja u voćnim rakijama 4-12 mg L-1. Dani 
rezultati pokazuju nešto veću koncentraciju ovog spoja u destilatima srednjeg toka 
proizvedenih rakija u odnosu na navedenu prosjeĉnu vrijednost. 
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d) Etil heksanoat 
 
 
 
Slika 25. Usporedba koncentracija etil heksanoata u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova 
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri 
razliĉitim temperaturama fermentacije 
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e) Etil oktanoat  
 
 
 
Slika 26. Usporedba koncentracija etil oktanoata u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova 
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri 
razliĉitim temperaturama fermentacije 
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f) Etil dekanoat 
 
 
 
Slika 27. Usporedba koncentracija etil dekanoata u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova 
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri 
razliĉitim temperaturama fermentacije 
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Etil heksanoat, etil oktanoat i etil dekanoat ulaze u skupinu etil estera srednjelanĉanih 
masnih kiselina. Ta skupina estera doprinosi aromi rakije dajući joj ugodne voćne mirise na 
jabuku, bananu (eti heksanoat), ananas, krušku (etil oktanoat) dok etil dekanoat daje cvjetni 
miris (Christoph i  Bauer-Christoph, 2007). 
UsporeĊujući dobivene rezultate za sva tri spoja (slike 25-27 A i B) prema temperaturi 
fermentacije vidljivo je da su veće koliĉine ovih spojeva prisutne u destilatima 
prefermentiranih komina pri 20°C. Prema tome se moţe zakljuĉiti da će se veća koncentracija 
ovih poţeljnih spojeva arome u rakiji osigurati uz voĊenje fermentacije pri niţoj temperaturi. 
Vidljivo je smanjenje koncentracija analiziranih estera s napretkom destilacije. Prikazani 
rezultati (slike 25-27 B) su u skladu s rezultatima Lukić i suradnika (2011a) gdje je takoĊer 
došlo do smanjenja koncentracije sva tri ispitivana spoja tijekom destilacije. Radi se o 
destilatima komovice pri ĉemu je voĊena dirigirana fermentacija. Znaĉajnije smanjenje 
koncentracije spoja  tijekom destilacije moţe se uoĉiti kod etil heksanoata zatim etil oktanoata 
dok je najmanji kod etil dekanoata. Takvu pojavu zabiljeţili su i Lukić i suradnici (2011a) te 
ju objašnjavaju kao razliku izmeĊu toĉki vrenja srednjelanĉanih estera koja je proporcionalna 
njihovoj molekulskoj teţini.  Rezultati prikazani na slikama 25 i 26 A odgovaraju rezultatima 
Silva i Malcata (1999). Kod njih je takoĊer uoĉeno smanjenje koncentracije etil heksanoata i 
etil otkanoata tijekom destilacije spontano prefermentirane komine groţĊa sorte Loureiro. 
Autori Christoph i  Bauer-Christoph (2007) navode da je prosjeĉna koncentracija etil 
heksaoata u voćnim rakijama 0,4-3,2 mg L-1, etil oktanoata 4-20 mg L-1 i etil dekanoata 4-36 
mg L
-1
. Kako sve tri frakcije srednjeg toka zapravo u cjelini ĉine konaĉni proizvod nakon 
njihovog spajanja prosjeĉna vrijednost za sva tri analizirana spoja u svim destilatima bila bi 
unutar vrijednosti navedenih od strane autora Christoph i  Bauer-Christoph (2007). Prema 
tome se moţe zakljuĉiti da je primijenjena tehnika destilacije osigurala izdvajanje sva tri etil 
estera u koncentracijama oĉekivanim za voćne rakije pri kojima oni destilatima daju ugodnu, 
voćnu aromu.  
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g) Etil laktat  
 
 
Slika 28. Usporedba koncentracija etil laktata u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova 
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri 
razliĉitim temperaturama fermentacije 
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h) Dietil sukcinat 
 
 
 
 
Slika 29. Usporedba koncentracija dietil sukcinata u pojedinim frakcijama triju glavnih 
tokova destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine 
pri razliĉitim temperaturama fermentacije 
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Povećana koncentracija etil laktata i dietil sukcinata dovodi do smanjenja voćnih 
aroma rakije (Christoph i Bauer-Christoph, 2007). Prisutnost ovih spojeva u destilatima u 
visokim koncentracijama ukazuje na moguće kvarenje prefermentirane komine u periodu od 
završetka fermentacije do destilacije (López-Vázquez i sur., 2010) 
Iz priloţenih rezultata moţe se vidjeti da je etil laktat u većem broju tokova i  frakcija 
zastupljen u sluĉaju destilata spontano prefermentiranih komina (slika 28 A) što moţe biti 
rezultat bakterijske aktivnosti tijekom fermentacije. Kod destilata dirigirano prefermentiranih 
komina ovaj spoj je detektiran u znatno manjoj koncentraciji budući da je zbog dodatka 
kvasca bakterijska aktivnost svedena na minimum. Izdvajanje etil laktata s prvim tokom 
destilata zabiljeţili su Apostilopoulou i suradnici (2005) u svom radu u komovici 
proizvedenoj na tradicionalan naĉin. Poţeljno je da se etil laktat izdvoji iz srednjeg, 
najkvalitetnijeg toka destilata zbog negativnog utjecaja na aromu rakije te da je njegova 
koncentracija u voćnim rakijama  <400 mg L-1 (Christoph i Bauer-Christoph, 2007). Iako je 
kod destilata dirigirano prefrmentiranih komina uspješno izdvojen iz srednjeg toka i kod 
destilata spontano prefermentiranih komina nalazi se unutar navedene granice (<87,1 mg L
-1
).  
Sliĉni rezultati dobiveni su i za dietil sukciant koji takoĊer prisutan u većem broju 
destilata spontano prefermentiranih komina (slika 29 A). U sluĉaju destilata dirigirano 
prefermentiranih komina (slika 29 B), ovaj spoj je prisutan samo u jednoj frakciji te je 
uspješno izdvojen odmah na poĉetku destilacije. Prosjeĉna koncentracija ovog spoja u voćnim 
rakijama je 2-12 mg L
-1
 (Christoph i Bauer-Christoph, 2007). Iz danih rezultata moţe se 
vidjeti da je ovaj spoj u srednjem toku destilata spontano prefermentiranih komina prisutan u 
nešto većim koncentracijama (>21,4 mg L-1). Dietil sukcinat je jedini spoj koji nije detektiran 
niti kod jednog uzorka prefermentiranih komina zadnjeg dana fermentacije, a detektiran je u 
svim destilatima. Moţe se pretpostaviti da su koncentracije ovog spoja u prefermentiranim 
kominama bile ispod granica detekcije, a destilacijom je došlo do njegova koncentriranja ili je 
tijekom stajanja komine došlo do naknadne sinteze ovog spoja djelovanjem bakterija. 
Rezultati prikazani na slikama 28 i 29 B ne odgovaraju  rezultatima Lukić i suradnika (2011a) 
dobivenim u komovici dirigirano prefermentirane komine groţĊa sorte Muškat ruţa poreĉki. 
U njihovom radu je zabiljeţeno postepeno povećanje koncentracija oba spoja tijekom 
destilacije. Najveća koncentracija izmjerena je u destilatima zadnjeg toka odnosno izdvajanje 
tih spojeva postignuto je sa zadnjim tokom. 
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4.3.2.3.  Karbonilni spojevi 
 
a) Acetaldehid 
 
 
 
 
Slika 30. Usporedba koncentracija acetaldehida u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova 
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri 
razliĉitim temperaturama fermentacije 
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Acetaldehid prisutan u destilatima u niţoj koncentraciji doprinosi voćnoj aromi 
destilata dok u višim koncentracijama daje opor miris. Prosjeĉna koncentracija ovog spoja u 
voćnim rakijama je 2-160 mg L-1 (Christoph i Bauer-Christoph, 2007). Najviša koncentracija 
acetaldehida, kao što je i oĉekivano zbog niske toĉke vrelišta, izmjerena je u prvom toku 
destilacije, a nakon toga mu se koncentracija tijekom destilacije smanjuje (slika 30 A i B). U 
srednjem, drugom toku destilacije znatno veća koncentracija acetaldehida izmjerena je u 
destilatima dobivenim iz prefermentiranih komina pri višoj temperaturi gdje je kod destilata 
spontano prefermentirane komine bila u rasponu od 31,4-167,8 mg L
-1
, a kod dirigirano 
prefermentirane komine od 31,3-313,9 mg L
-1
. Stoga se moţe zakljuĉiti da je bolja kvaliteta 
onih destilata dobivenih iz prefermentiranih komina pri 20°C. U tim destilatima, u srednjem 
toku destilacije, koncentracija acetaldehida bila je u granicama 12,7-56,1 mg L
-1
 kod destilata 
spontano prefermentirane komine te 10,6-60,6 mg L
-1 
kod destilata dirigirano prefermentirane 
komine. Gerogiannaki‐Christopoulou i suradnici (2006) zabiljeţili su nešto veće koncentracije 
(359,8-431,1 mg L
-1
) ovog spoja u destilatima srednjeg toka komovice dobivene iz spontano 
prefermentirane komine u odnosu na ovaj rad. Veća koncentracija acetaldehida kod loze 
dobivene iz spontano prefermentirane komine pri 30°C  (258 mg L-1 a.a.) zabiljeţena je i u 
radu Vukosavljević i suradnika (2015) u odnosu na lozu dobivenu iz spontano 
prefermentirane komine pri 20°C (107,5 mg L-1 a.a.). 
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b) Diacetil 
 
 
 
Slika 31. Usporedba koncentracija diacetila u pojedinim frakcijama triju glavnih tokova 
destilata dobivenih destilacijom A- spontano i B- dirigirano prefermentirane komine pri 
razliĉitim temperaturama fermentacije 
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Prosjeĉna koncentracija diacetila u voćnim rakijama je 0,1-12 mg L-1, a povećana 
koncentracija diacetila odgovorna je za maslaĉnu aromu rakije (Christoph i Bauer-Christoph, 
2007). Rezultati prikazani na slici 31 A prikazuju nešto veću koncentraciju diacetila kod 
destilata spontano prefermentiranih komina u odnosu na destilate dirigirano prefermentiranih 
komina (slika 31 B). Te koncentracije su u sluĉaju srednjeg, drugog toka kod destilata 
spontano prefermentiranih komina iznosile 12,2-26,6 mg L
-1
 dok su za destilate dirigirano 
prefermentiranih komina bile 8,4-17,7 mg L
-1
. Koncentracija diacetila smanjuje se prema 
kraju destilacije (slika 31 A i B), ali se u srednjem, glavnom toku destilata nalazi u 
koncentracijama nešto višim od prosjeĉne koncentracije tog spoja u voćnim rakijama. Takvi 
rezultati upućuju na potrebu kasnijeg presijecanja prvog toka pri ĉemu bi se mogla smanjiti 
koncentracija ovog spoja u glavnom toku destilata, kao i na poţeljnu manju bakterijsku 
aktivnost tijekom fermentacije. Prisutnost veće koncentracije metabolita bakterijskog 
metabolizma u destilatima spontano prefermentiranih komina jedan je od razloga preferiranja 
dirigiranih fermentacija u industrijskoj proizvodnji. 
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U svim zemljama EU komercijalna proizvodnja vina iz groţĊa sorte Izabela je 
zabranjena zbog povećane koncentracije metanola. Vino napravljeno od ove sorte ne smije se 
stavljati u promet, ali se moţete koristiti za vlastite potrebe. Stoga su i destilati proizvedeni iz 
ove sorte rijetki i slabo istraţeni. U ovom radu ispitana je mogućnost proizvodnje rakije od 
ove sorte groţĊa alkoholnom fermentacijom pri razliĉitim uvjetima te destilacijom u 
laboratorijskom kotlu. Rezultati su pokazali da je za dobivanje aromatiĉnije rakije poţeljno 
fermentaciju voditi pri niţoj temperaturi uz inokulaciju selekcioniranim kvascem S. 
cerevisiae. Kod svih destilata koncentracija metanola bila je u dopuštenim granicama. Stoga 
ovaj rad ima znanstveni doprinos istraţivanju i poticanju proizvodnje destilata iz ove 
aromatiĉne sorte groţĊa koja ne traţi velika ulaganja i brigu, a prinosi su obilni. 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. ZAKLJUĈCI 
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Na temelju provedenih eksperimenata, dobivenih i obraĊenih rezultata te prouĉene znanstvene 
literature mogu se izvesti slijedeći zakljuĉci: 
 
1. Korištena sorta groţĊa ima bogatu i metaboliĉki aktivnu mikrofloru. MeĊutim, 
odabranom metodom izolirane mikrobne vrste nisu uspješno identificirane zbog slabe 
zastupljenosti ovih mikroorganizama u bazi podataka. 
 
2. Inokulacijom selekcioniranim kvascem S. cerevisiae postignute su veće koncentracije 
viših alkohola propanola, izoamil alkohola i izobutanola u prefermentiranim 
kominama, neovisno o temperaturi. 
 
3. Etil heksanoat, etil acetat, izoamil acetat i 1-heksanol u odnosu na ostale analizirane 
sekundarne spojeve arome najvećim dijelom su koncentrirani u prvom toku destilata. 
 
4. Koncentracije etil estera srednjelanĉanih masnih kiselina u srednjem toku veće su kod 
destilata prefermentiranih komina pri niţoj temperaturi za razliku od karbonilnog spoja 
acetaldehida gdje su veće koncentracije prisutne u destilatima prefermentiranih komina 
pri višoj temperaturi. 
 
5. S obzirom na koncentracije viših alkohola propanola, izobutanola i izoamil alkohola te 
karbonilnog spoja diacetila, kvalitetnija je rakija dirigirano prefermentiranih komina. 
 
6. Odvajanje 1% volumena prefermentirane komine u prvijenac te presijecanje drugog, 
glavnog toka destilata pri koncentraciji etanola na izlazu od 40% pokazalo se kao dobra 
tehnika destilacije koja rezultira optimalnim koncentracijama hlapivih spojeva u 
destilatu naĊenih u literaturi. 
 
7. Koncentracija metanola, spoja koji se u vinu sorte groţĊa Izabela  nalazi u povišenim 
koncentracijama, u sve ĉetiri proizvedene loze nalazi se unutar koncentracija 
propisanih Pravilnikom o jakim alkoholnim pićima (NN 61/09). Stoga nema opasnosti 
od toksiĉnog djelovanja ovog spoja na ljudsko zdravlje prilikom konzumacije, ali se 
predlaţe njegova stroţa kontrola. 
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7. PRILOZI 
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Prilog I. Sastav WL podloge za uzgoj mirkoorganizama (Green i Gray, 1950) 
Sastojci g L
-1  
Kvašĉev ekstrakt 4,0 
Tripton 5,0 
Glukoza 50,0 
Kalij dihidrogenfosfat 0,55 
Kalijev klorid 0,425 
Kalcijev klorid 0,125 
Magnezijev sulfat 0,125 
Ţeljezov klorid 0,0025 
Manganov sulfat 0,0025 
Bromokrezol zeleno 
(bojilo) 
0,022 
Agar 15,0 
Destilirana voda do 1 L 
pH 5.5 0.2 
 
 
 
Prilog II. Sastav YPD podloge za uzgoj mikroorganizama (Li i sur., 2007)  
Sastojci g L
-1  
Glukoza 20 
Pepton 20 
Kvašĉev ekstrakt 10 
Agar 20 
Destilirana voda do 1 L 
pH ~ 5 
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Prilog III. Popis i priprema otopina korištenih u eksperimentalnom dijelu rada 
Carrez I otopina  
- 15% otopina kalij-heksacijanoferata (g/v); 15 g K4(Fe(CN)6)  x 3 H2O otopi se i nadopuni do 
oznake 100 mL destiliranom vodom. 
Carrez II otopina 
 - 30% otopina cink sulfata (g/v;); 30 g ZnSO4 x 7 H2O  otopi se i nadopuni do 100 mL 
destiliranom vodom. 
Luff-ova otopina 
 -25 g CuSO4 x 5 H2O otopi se u 100 mL destilirane vode. 50 g limunske kiseline otopi se u 
200 ml destilirane vode. U 400 mL zagrijane vode (40-50°C) doda se 143,7 g bezvodnog 
natrijevog karbonata. Pusti se da se ohladi na 20°C. U odmjernu tikvicu od 1000 mL ulije se 
prvo otopina bezvodnog natrijevog karbonata, te se vrlo polagano i uz oprezno miješanje doda 
otopina limunske kiseline. Miješa se dok sav CO2 ne izaĊe te se doda otopina bakrovog sulfata  
i nadopuni destiliranom vodom do 1000 mL. Ostavi se da stoji preko noći, te sutradan filtrira. 
Filtrirana otopina je dobra za duţi period korištenja ako je dobro zatvorena. 
30% otopina KI (g/v)  
- 30 g KI se otopi i nadopuni destiliranom vodom do oznake 100 mL. 
25% H2SO4  
- 180 mL H2SO4 za jednu litru. 
1% otopina škroba  
- 1 g škroba na 100 mL zagrije se do vrenja i kuha 1 minutu. 
30% KOH (g/g)  
- 30 g KOH se otopi i nadopuni destiliranom vodom do oznake 100 mL. 
Otopina fenolftaleina  
- 0,1% otopina fenolftaleina u 60% otopini etanola. 
Kalijev bikromat  
- 0,2 mol L
-1
; 45 g kalijeva bikromata se otopi u 500 ml destilirane vode u tikvici od 1 L i sa 
koncentriranom H2SO4 se nadopuni do oznake. 
Natrijev tiosulfat  
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- 0,1 mol L
-1
; titrival otopina poznate koncentracije se otopi u 1 L kako bi se dobila 
koncentracija od 0,1 mol L
-1
. 
2%-tna otopina škroba  
- otopi se 2 g škroba u 100 ml destilirane vode te se prokuha. 
Alkalna voda  
- pripremi se 1 mol otopina NaOH te se doda 1,5 mL te otopine u 100 mL destilirane vode, 
nadopuni se do oznake. 
 
 
Prilog IV.  Postupak za razrjeĊenje uzorka za odreĊivanje koncentracije šećera metodom po 
Luff-Schoorlu. 
Pretpostavljena koliĉina 
šećera (g L-1) 
 
RazrjeĊenje 
 
Faktor razrjeĊenja 
0-8 Direktno 1 
8-20 1:2,5 2,5 
20-40 1:5 5 
40-100 1:10 10 
100-180 1:25 25 
180-360 1:50 50 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 83 
 
Prilog V. Izraĉunavanje sadrţaja invertnog šećera. 
mL 0,1 N 
Na2S2O3 
mg 
invertnog 
šećera 
mL 0,1 N 
Na2S2O3 
mg 
invertnog 
šećera 
mL 0,1 N 
Na2S2O3 
mg 
invertnog 
šećera 
mL 0,1 N 
Na2S2O3 
mg 
invertnog 
šećera 
0,1 
0,2 
0,3 
0,4 
0,5 
0,6 
0,7 
0,8 
0,9 
0,24 
0,48 
0,72 
0,96 
1,20 
1,44 
1,68 
1,92 
2,16 
4,0 
4,1 
4,2 
4,3 
4,4 
4,5 
4,6 
4,7 
4,8 
4,9 
9,70 
9,95 
10,20 
10,45 
10,70 
10,95 
11,20 
11,45 
11,70 
11,95 
8,0 
8,1 
8,2 
8,3 
8,4 
8,5 
8,6 
8,7 
8,8 
8,9 
19,80 
20,06 
20,32 
20,58 
20,84 
21,10 
21,36 
21,62 
21,88 
22,14 
12,0 
12,1 
12,2 
12,3 
12,4 
12,5 
12,6 
12,7 
12,8 
12,9 
30,30 
30,57 
30,84 
31,11 
31,38 
31,65 
31,92 
32,19 
32,46 
32,73 
1,0 
1,1 
1,2 
1,3 
1,4 
1,5 
1,6 
1,7 
1,8 
1,9 
2,40 
2,64 
2,88 
3,12 
3,36 
3,60 
3,84 
4,08 
4,32 
4,56 
5,0 
5,1 
5,2 
5,3 
5,4 
5,5 
5,6 
5,7 
5,8 
5,9 
12,20 
12,45 
12,70 
12,95 
13,20 
13,45 
13,70 
13,95 
14,20 
14,45 
9,0 
9,1 
9,2 
9,3 
9,4 
9,5 
9,6 
9,7 
9,8 
9,9 
22,40 
22,66 
22,92 
23,18 
23,44 
23,70 
23,96 
24,22 
22,48 
24,74 
13,0 
13,1 
13,2 
13,3 
13,4 
13,5 
13,6 
13,7 
13,8 
13,9 
33,00 
33,27 
33,54 
33,81 
34,08 
34,35 
34,62 
34,89 
35,16 
35,43 
2,0 
2,1 
2,2 
2,3 
2,4 
2,5 
2,6 
2,7 
2,8 
2,9 
4,80 
5,04 
5,28 
5,52 
5,76 
6,00 
6,24 
6,48 
6,72 
6,96 
 
6,0 
6,1 
6,2 
6,3 
6,4 
6,5 
6,6 
6,7 
6,8 
6,9 
14,70 
14,95 
15,20 
15,45 
15,70 
15,95 
16,20 
16,45 
16,70 
16,95 
10,0 
10,1 
10,2 
10,3 
10,4 
10,5 
10,6 
10,7 
10,8 
10,9 
25,00 
25,26 
25,52 
25,78 
26,04 
26,30 
26,56 
26,82 
27,08 
27,34 
14,0 
14,1 
14,2 
14,3 
14,4 
14,5 
14,6 
14,7 
14,8 
14,9 
35,70 
35,98 
36,26 
36,54 
36,82 
37,10 
37,38 
37,66 
37,94 
38,22 
3,0 
3,1 
3,2 
3,3 
3,4 
3,5 
3,6 
3,7 
3,8 
3,9 
7,20 
7,45 
7,70 
7,95 
8,20 
8,45 
8,70 
8,95 
9,20 
9,45 
7,0 
7,1 
7,2 
7,3 
7,4 
7,5 
7,6 
7,7 
7,8 
7,9 
17,20 
17,46 
17,72 
17,98 
18,24 
18,50 
18,76 
19,02 
19,28 
19,54 
11,0 
11,1 
11,2 
11,3 
11,4 
11,5 
11,6 
11,7 
11,8 
11,9 
27,60 
27,87 
28,14 
28,41 
28,68 
28,95 
29,22 
29,49 
29,76 
30,03 
15,0 
15,1 
15,2 
15,3 
15,4 
15,5 
15,6 
15,7 
15,8 
15,9 
38,50 
38,78 
39,06 
39,34 
39,62 
39,90 
40,18 
40,46 
40,74 
41,02 
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mL 0,1 N 
Na2S2O3 
mg 
invertnog 
šećera 
mL 0,1 N 
Na2S2O3 
mg 
invertnog 
šećera 
mL 0,1 N 
Na2S2O3 
mg 
invertnog 
šećera 
mL 0,1 N 
Na2S2O3 
mg 
invertnog 
šećera 
16,0 
16,1 
16,2 
16,3 
16,4 
16,5 
16,6 
16,7 
16,8 
16,9 
41,30 
41,59 
41,88 
42,17 
42,46 
42,75 
43,04 
43,33 
43,62 
43,91 
17,0 
17,1 
17,2 
17,3 
17,4 
17,5 
17,6 
17,7 
17,8 
17,9 
44,20 
44,49 
44,78 
45,07 
45,36 
45,65 
45,94 
46,23 
46,52 
46,81 
18,0 
18,1 
18,2 
18,3 
18,4 
18,5 
18,6 
18,7 
18,8 
18,9 
47,10 
47,39 
47,68 
47,97 
48,26 
48,55 
48,84 
49,13 
19,42 
19,71 
19,0 
19,1 
19,2 
19,3 
19,4 
19,5 
19,6 
19,7 
19,8 
19,9 
50,00 
50,30 
50,60 
50,90 
21,20 
21,50 
51,80 
52,10 
52,40 
52,70 
 
 
 
